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RESUMO  
O ambiente marinho é uma preciosa fonte de diversidade biológica e genética, 
especialmente de micro-organismos. Embora a diversidade da comunidade microbiana 
nos ambientes marinhos seja muito ampla, especialmente nos ambientes extremos como 
o continente Antártica, pouco se conhece sobre essa diversidade. Muitos desses micro-
organismos, são produtores de metabólitos secundários, podendo produzir compostos 
naturais com aplicações na indústria farmacêutica, entre outras aplicações de 
bioprospecção. Esse trabalho identificou por sequenciamento do gene RNA ribossomal 
16S, 145 isolados de sedimentos e macro-organismos marinhos, como Salpa, Ascídia, 
Líquens e Algas oriundos da Baía do Almirantado, Ilha de Rei George, Antártica. Esses 
145 isolados foram alocados em 4 filos; Actinobacteria, Proteobacteria, Firmicutes e 
Bacteroidetes e identificados em 28 gêneros distintos. Dentre esses 145 isolados alguns 
podem ser novas espécies. Além disso, foram produzidos 22 extratos microbianos 
oriundos do gênero Pseudoalteromonas (2 extratos), Psychrobacter (4 extratos), 
Planococcus (3 extratos), Bacillus (2 extratos), Brevibacterium (2 extratos), Kocuria (1 
extrato), Arthrobacter (1 extrato), Pseudomonas (2 extratos), Saccharopolyspora (1 
extrato), Salinibacterium (3 extratos) e Rhodococcus (1 extrato). Posteriormente esses 
extratos foram submetidos a extração líquido-líquido com a utilização do solvente 
acetato de etila para a obtenção da fração orgânica, essas foram submetidas a ensaios 
antivirais. Os ensaios avaliaram o potencial antiviral contra o Herpes vírus simplex tipo 
1 (HSV-1) e contra o Bovine viral diarrhea virus (BVDV). O HSV-1 é um vírus que 
afeta principalmente a região orofacial dos seres humanos e BVDV é um dos principais 
patógenos bovinos, ambos os vírus apresentam distribuição mundial. Dos 22 extratos 
avaliados apenas 1, identificado como Pseudomonas sp. apresentou 99% de proteção 
contra o vírus HSV-1 e índice de seletividade de 8,88%. Nenhum extrato apresentou 
inibição igual ou superior a 97% de proteção contra o vírus BVDV. Esse trabalho 
evidenciou a possibilidade de revelar novas espécies de bactérias e de compostos 
biologicamente ativos com potencial anti-herpético oriundo do gênero Pseudomonas. 
 
Palavras-chave: Antártica, Bactéria, Extrato Microbiano, Extração líquido-líquido, 
Atividade Antiviral. 
 
ABSTRACT 
The marine environment is a precious source of biological and genetic diversity, 
especially of micro-organisms. While the diversity of the microbial community in 
marine environments is very wide, especially in extreme environments such as the 
Antarctic continent, little is known about this diversity. Many of these micro-organisms 
are producers of secondary metabolites and can produce natural compounds with 
applications in the pharmaceutical industry, among other bioprospecting applications. 
This work identified by 16S rRNA sequencing, 145 isolated from marine sediments and 
macro-organisms as Salpa, Squirt, Lichens and Algae coming from Admiralty Bay, 
King George Island, Antarctica. These 145 isolates were belonging to 4 phyla; 
Actinobacteria, Proteobacteria, Firmicutes and Bacteroidetes and were identified in 28 
distinct genera. Between these 145 isolates it is possible had isolated new speciesof 
bacterias. In addition, we produced 22 microbial extracts derived from 
Pseudoalteromonas  (2 extracts), Psychrobacter (4 extracts), Planococcus (3 extracts), 
Bacillus (2 extracts), Brevibacterium (2 extracts), Kocuria (1 extract), Arthrobacter (1 
extract), Pseudomonas (2 extracts), Saccharopolyspora (1 extract), Salinibacterium (3 
extracts) and Rhodococcus (1 extract). Subsequently, these extracts were undergoing 
liquid-liquid extraction with the use of ethyl acetate solvent to obtain the organic 
fraction; these were subjected to antiviral assays. The assays evaluated the antiviral 
potential against Herpes simplex virus type 1 (HSV-1) and against Bovine viral diarrhea 
virus (BVDV). HSV-1 is a virus that mainly affects the orofacial region of human and 
BVDV is major cattle pathogens, both viruses have worldwide distribution. Of this 22 
extracts only one, identified as Pseudomonas sp. showed 99% protection against HSV-1 
and 8.88% selectivity index. No extract showed inhibition less than 97% protection 
against BVDV virus. This work highlighted the possibility to reveal new species of 
bacteria and biologically active compounds with anti-herpetic potential derived from the 
genus Pseudomonas. 
Keywords: Antarctic, Bacteria, Microbial extract, liquid-liquid extraction, antiviral 
activity. 
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1. INTRODUÇÃO 
Os oceanos representam a maior biodiversidade do planeta, sendo possível revelar 
uma enorme variedade de componentes com elevados potenciais farmacêuticos, 
nutricionais e cosméticos que podem agregar grande valor comercial na economia 
mundial (Faulkner, 2002). O continente Antártico é circundado pelo oceano Antártico e 
apresenta aproximadamente, em seu território, 98% de uma espessa camada de gelo, 
com 2% de rochas encontradas entre 2.000 - 4.000 m acima do nível do mar. Nesse 
ambiente são encontrados vários microclimas e nanoclimas que são muito variáveis e 
instáveis, apresentando características particulares de micro-organismos que vivem em 
regiões diferentes. Segundo Gandhimathi (2008) há um elevado número de bactérias e 
cianobactérias associadas a esponjas marinhas que são produtoras de antibióticos e 
outros compostos biologicamente ativos. Por isso houve um intenso interesse em isolar 
e identificar novos compostos biologicamente ativos, derivados de micro-organismos 
marinhos, nas últimas décadas (Weiner, 1997). 
Os micro-organismos apresentam uma extensa e variada diversidade de espécies. A 
maioria dos micro-organismos realiza seus próprios processos vitais, entretanto, alguns 
estão associados com outros organismos multicelulares para garantir a sobrevivência. 
Até o presente momento, as bactérias representam uma grande diversidade morfológica, 
fisiológica e evolutiva, e estão alocadas em mais de 20 filos cultiváveis e outros 20 a 30 
filos não cultiváveis (Madigan e colaboradores, 2004). Alguns filos; Bacteroidetes, 
Actinobacteria, Proteobacteria, Firmicutes podem ocupar nichos ecológicos em 
ambientes sob condições adversas e extremas como o continente Antártico. 
Os compostos secundários derivados de micro-organismos podem ser uma excelente 
ferramenta no controle das epidemias e manifestações clínicas das doenças que afetam a 
saúde pública e a economia pecuária, como as doenças virais Herpes Vírus Simples e 
Diarreia Viral Bovina, respectivamente. 
O Herpes Vírus Simplex (HSV) é um vírus da família Herpesviridae. Esse vírus 
pode ser classificado em Herpes Vírus Simplex tipo 1 (HSV-1) e Herpes Vírus Simplex 
tipo 2 (HSV-2). A infecção do HSV não apresenta cura, pois quando infecta a célula 
hospedeira entra em estado de latência e de tempos em tempos ocorre a reinfecção. 
Atualmente as drogas comercializadas para o controle desse vírus são: o aclicovir, 
penciclovir, fanciclovir, valaciclovir, trifluiridina e vidarabina (Hassan et al., 2015). O 
Herpes Vírus Simplex tipo 1 (HSV-1) predominantemente causa infecções orofaciais, 
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apresentando vesículas aglutinadas que se rompem. É uma infecção que causa bastante 
desconforto e pode afetar o estado emocional dos infectados, além de possivelmente 
desencadear outras doenças (Staikov et al., 2015). 
O Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV) pertence à família Flavovirinae, gênero 
Pestevirus. O vírus é classificado em dois grupos antigênicos principais; BVDV tipo 1 e 
BVDV tipo 2. Os vírus BVDV tipo 1 (Não citopático- NCP) são, na maioria, vírus 
vacinais e o BVDV tipo 2 (Citopáticos- CP) são cepas mais severas (Pinto et al., 2012). 
Esse vírus apresenta distribuição mundial e a infecção de animais pelo BVDV pode 
ocasionar infecções subclínicas, doenças respiratórias, digestivas e reprodutivas, 
síndromes hemorrágicas, doenças cutâneas, imunossupressão, trombocitopenia (Flores 
et al., 2005). 
Os vírus são capazes de sofrer mutações em um curto intervalo de tempo. Essa 
capacidade seleciona as cepas de vírus que são mais resistentes as drogas utilizadas no 
seu controle. Isso é um sério problema para a saúde pública, pois praticamente anula a 
eficiência dos atuais compostos utilizados, sendo indispensável o desenvolvimento de 
novos compostos farmacologicamente ativos no tratamento das doenças virais. 
Alguns Filos de bactérias são conhecidos por apresentarem compostos secundários 
com aplicações antimicrobianas, anticâncer, antitumor e antiviral (Mayer, 2007; Tong et 
al., 2012). Actinobacteria é o Filo com maior número de compostos identificados com 
essas propriedades, destacando o gênero Streptomyces como o principal produtor desses 
compostos (Ginolhac et al., 2004; Vignesh, et al., 2011). Por isso a investigação 
científica da diversidade microbiana e dos compostos químicos oriundos de metabólitos 
secundários de bactérias marinhas, principalmente de ambientes extremos como a 
Antártica, é indispensável, pois pode revelar novas moléculas bioativas eficientes no 
controle do HSV-1 e do BVDV. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
O continente Antártico apresenta um território de 14.000.000 Km (Bockheim et al., 
2015), além de ser um território extenso contém 90% do gelo mundial e influencia as 
dinâmicas atmosféricas globais. Apenas 45.000 Km2 do território é área livre de gelo, 
dentre essa área McMurdo Dry Walleys é a maior área com 6.692 Km2 (Ugolini & 
Bockheim, 2008). 
A Antártica está localizada no Polo Sul Geográfico, ela é dividida em continente e 
península, e é circundada pelo oceano Antártico (Thomas et al., 2008). As superfícies 
terrestres desse continente são cobertas por gelos que podem atingir até 5 Km de 
espessura e a superfície de mar congelado varia de 2.7.000.000 Km2 a 22.000.000 Km2 
no verão e inverno, respectivamente. 
A temperatura média anual varia de – 35 ºC no platô antártico e 0 ºC na costa no 
período de verão e no período de inverno varia entre – 55 ºC no interior do continente e 
– 20 ºC na região costeira. A precipitação ocorre principalmente na forma de neve, mas 
há chuvas no verão quando ocorrem temperaturas acimas de 0 ºC. 
A península Antártica é uma cordilheira de 1.500 m de altitude e mais de 2.500 Km 
de extensão (Bianchini et al., 2006). Nessa região ocorre a Zona de Convergência 
Antártica. Nessa Zona de Convergência ocorrem interações das águas frias do oceano 
Austral com águas mais quentes dos oceanos Pacífico e Atlântico que interferem nas 
condições meteorológicas locais. O norte da península apresenta temperatura média de 0 
ºC, isso facilita a ocorrência de precipitações na forma de chuva. Nos meses de verão a 
temperatura do ar se eleva e ocorre derretimento das geleiras e das neves sazonais da 
região costeira, expondo o solo ou a rocha (Bianchini et al., 2006). 
A Ilha de Rei George está localizada na região noroeste a 120 Km da Península 
Antártica. Ela compõe, juntamente com outras 11 ilhas, as ilhas do Arquipélago de 
Shetland do Sul. Dentre as ilhas, a ilha Rei George é a maior, com 1.140 Km. A 
espessura máxima do gelo atinge 357 metros e abrange 92,7% de seu território 
(Bianchini et al., 2006). O regime climático nessa ilha é subpolar marítimo com 
temperatura anual entre – 0 ºC e – 7 ºC no verão e inverno, respectivamente (Bianchini 
et al., 2006). 
A biodiversidade da Antártica é predominantemente composta por micro-
organismos, embora também seja possível encontrar macro-espécies (Bradner, 2003). 
Segundo Bradner (2003) é possível dividir as macro-espécies encontradas na Antártica 
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em espécies endêmicas e exóticas. As espécies endêmicas são caracterizadas por passar 
todo o seu ciclo de vida no continente Antártico ou em áreas próximas ao continente. As 
espécies exóticas são aquelas espécies que não são características do ambiente, mas que 
foram introduzidas, principalmente pela atividade humana. 
Invertebrados marinhos pertencentes às classes Porifera, Mollusca, Cnidaria, 
Anthozoa, Echinodermata, e Bryozoa são uma fonte rica de vários metabólitos bioativos 
(Bérdy, 2005). No entanto, evidências sugerem que em muitos dos casos os compostos 
ativos isolados desses animais são oriundos de micro-organismos simbiônticos (Bérdy, 
2005). Como exemplo, a esponja Mycale adhaerens, da qual foi isolado o composto 
exofilina A, um ácido dihidroxidecanoíco ativo contra bactérias Gram positivas. Tal 
composto é produzido não pela esponja, mas pelo micro-organismo Exophiala 
pisciphila a ela associado (Doshida et al., 1996). 
O ecossistema marinho antártico é um ambiente extremo e único que permanece 
largamente inexplorado. As associações micro-organismos e invertebrados são 
raramente estudadas. A maioria dos esforços de pesquisa tem incidido sobre a água do 
mar, o gelo e comunidades microbianas do sedimento do ambiente antártico (Webster & 
Browman, 2007). Pesquisas revelaram muitas espécies novas de bactérias oriundas da 
Antártica; Psychrobacter urativorans e Psychrobacter frigidicola (Bowman et al., 
1996), Arthrobacter gangotriensis e Arthrobacter kerguelensis (Gupta et al., 2004), 
Agrobacterium radiobacter, Pasteurella sp., Pseudomonas fluorescens, 
Sphingobacterium multivorum (Zdanowski et al., 2005), entre outras (Kim et al., 2012). 
Zeng e colaboradores (2014) analisaram a diversidade de bacterioplâncton da Ilha de 
Rei George e identificaram bactérias pertencentes aos grupos Bacteroidetes, 
Alphaproteobacteria e Gammaproteobacteria. Os gêneros de maior abundância foram 
Polaribacter, Sulfitobacter, Loktanella, Cocleimonas, Arenicella, Granulosicoccus e 
Polaromonas. 
Kim e colaboradores (2012) analisaram a diversidade bacteriana de solos 
ornitogênicos da Ilha de Rei George, Antártica. A análise dessa diversidade foi realizada 
por pirosequenciamento utilizando o gene RNA ribossomal 16S e revelou que o filo 
mais abundante no solo ornitogênico foi Firmicutes, isso pode ser explicado pela 
elevada ocorrência desse Filo nas fezes e intestinos de aves. O segundo filo mais 
abundante foi Proteobacteria com predominância dos gêneros Psychrobacter e 
Pseudomonas em solos ornitogênicos. 
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Rampelotto e colaboradores (2014) analisaram por método de independente de 
cultura a variação da diversidade da bactérias presentes em solos ornitogênicos em 3 
profundidades diferentes; 0 - 8cm, 20 - 25 cm e 35 - 40 cm. Foi observado que na 
camada mais superficial (0 - 8cm) os grupos Lactobacillales (Firmicutes), 
Fusobacteriales (Fusobacteria) e Desulfuromonadales (Deltaproteobacteria) foram os 
mais abundantes, enquanto que Solirubrobacterales (Actinobacteria), 
Enterobacteriales, e Xanthomonadales (Gammaproteobacteria) são os mais abundante 
da camada mais  profunda (35 - 40 cm). A diversidade microbiana do continente 
Antártico vem sendo estudada há poucas décadas, mas é possível observar que é uma 
diversidade de considerável riqueza biológica e deve ser considerada de extrema 
importância e relevância, pois muitos compostos bioativos derivados de organismos 
marinhos apresentam atividades farmacológicas, seja como anticâncer, antitumor, 
antimicrobiana e menos frequente atividade antiviral. Foram relevadas 13.000 
moléculas isoladas de organismos marinhos, dentre essas 3.000 apresentam 
propriedades farmacológicas ativas (Vigneshi, Raja, James, 2011). Portanto, é 
fundamental investigar, isolar e identificar novos produtos naturais microbianos 
marinhos que tenham aplicação em vários setores das indústrias (Weiner, 1997). 
Produtos naturais e seus derivados são amplamente utilizados na medicina humana 
para combater inúmeras doenças, incluindo infecções bacterianas, virais e fúngicas, 
câncer, disfunções do sistema imunológico, entre outras (Baltz & Busti, 2006). Ao 
longo dos últimos 50 anos, compostos naturais produzidos por micro-organismos, 
especialmente Actinobactérias, têm sido amplamente usados para desenvolver a maioria 
das drogas antibacterianas utilizadas pela indústria farmacêutica (Ginolhac et al., 2004). 
Cerca de 75% de novas drogas para doenças infecciosas e 60% para câncer, provem 
de produtos naturais. Esses produtos naturais com aplicação industrial e humana podem 
ser derivados do metabolismo primário ou secundário de micro-organismos ou de 
plantas. De 50 a 60% dos compostos (alcaloides, flavonoides, esteroides, terpenoides e 
carboidratos) desses produtos são obtidos de plantas e 5% de micro-organismos. É 
importante ressaltar que dos 22.500 compostos biologicamente ativos, 45% provem de 
actinomicetes, 38% de fungos e 17% de bactérias unicelulares (Vignesh, et al., 2011). 
Isto demonstra como são importantes os estudos de caracterização e investigação do 
potencial biotecnológico industrial e medicinal desses micro-organismos. 
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Arena e colaboradores (1996) relataram a atividade antiviral e os efeitos 
imunorregulatórios de um exopolissacarídeos de termotolerantes, Bacillus licheniformis, 
isolados de Sahlow, Ilha Vulcano (Itália). Outro estudo, in vitro, realizado por Baba e 
colaboradores (1988) demonstra que polissacarídeos de sulfatos tem efeitos antivirais 
contra vírus envelopados. Yasuhara-Bell e colaboradores (2010) realizaram um estudo 
com extratos marinhos aplicados em culturas de células Vero e foi possível analisar 
resultados de inibição para o Herpes Vírus Simplex (HSV-1). 
Tong e colaboradores (2012) produziram 38 extratos microbianos derivados do 
arquipélago de Hawai, localizada no meio do Oceano Pacífico, e analisaram o potencial 
de inibição desses extratos para 4 vírus de mamíferos. O resultado deste estudo foi que 
nove dos 38 extratos apresentaram propriedades antivirais e três dos nove tiveram 
significante atividade contra vírus envelopados. 
Mayer (2007) revela que de 166 compostos químicos isolados de micro-organismos 
marinhos, 67 compostos apresentam atividades antivirais, anti-helmíntica, antifúngica, 
antiprotozoária, anticoagulante, antimalárica, antiplaquetária, antituberculose e 
antibacteriana. Dentre os 166, 45 tem efeito considerável nos sistemas cardiovascular, 
nervoso e imunológico, além de atividade anti-inflamatória. 
Durante o ano de 2003 e 2004 foram encontrados sete novos compostos marinhos 
com propriedades antivirais contra o vírus da imunodeficiência humana, o HIV. Esses 
dados foram coletados e analisados no ano de 2003 e 2004, podendo ter aumentado o 
número de compostos marinhos com atividade antiviral nos dias atuais (Mayer et al., 
2004). 
ARA-C, anticâncer, e ARA-A, agente antiviral contra o vírus do herpes e contra o 
vírus da varicela zoster, são compostos isolados da esponja marinha Tethya crypta. 
ARA-A foi o único agente antiviral aprovado pela Food and Drug Administration 
(FDA). Muitos antivirais derivados de esponjas marinhas ainda estão na fase pré-clínica 
e clínica (Sagar, Kauer, Minneman, 2010). 
É importante compreender e investigar a diversidade microbiana como potencial 
produtora de compostos bioativos naturais no tratamento de doenças infecto-contagiosas 
que afetam a saúde pública dos seres humanos. Dentre essas diversas doenças o Herpes 
Vírus Simplex, é um vírus que afeta principalmente a pele e as membranas mucosas, 
mas recentemente a ciência vem descobrindo que esse vírus pode desencadear uma ação 
sistêmica, comprometendo outros sistemas do corpo humano (Staikov et al., 2015). 
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Apesar de ainda existirem poucos produtos naturais isolados de algas, bactérias, 
fungos, organismos marinhos e plantas, existe evidência que descreve o potencial desses 
contra o Herpes Vírus Simplex tipo 1 (HSV-1) (Harden et al., 2009). Os principais 
compostos químicos bioativos pertencem a classe dos nucleosídeos, polissacarídeos e 
peptídeos (Hassan et al., 2015). Essas evidências justificam o interesse de estudar os 
extratos microbianos das bactérias isoladas desses estudos contra o Herpes vírus 
simplex tipo 1 e o vírus da diarreia bovina (BVDV). 
Vírus é um dos micro-organismos mais numerosos em nosso planeta e são capazes 
de infectar todos os tipos de seres vivos. O genoma de um vírus pode apresentar fita 
dupla ou fita simples de DNA ou RNA, (Madigan et al., 2008). Eles podem ser 
compreendidos como elementos genéticos capazes de se replicar independentemente do 
genoma de uma célula, porém não independentemente de uma célula, pois são parasitas 
intracelulares obrigatórios. 
Ao infectar a célula ocorre a replicação viral para se produzir novas partículas virais. 
As fases da replicação do vírus podem ser compreendidas em 5 etapas: adsorção, 
penetração, síntese de ácidos nucléicos e proteínas, montagem e liberação. 
Na adsorção, a interação espicula viral (proteínas Virais) com o receptor superfície 
celular apresenta especificidade, pode resultar na infecção celular. Na ausência de 
receptores o vírus não consegue se adsorver na célula, sendo inviável promover a 
infecção (Madigan et al., 2008). 
Após o vírus conseguir se adsorver na célula ocorre a penetração do vírus e 
replicação do ácido nucléico. Uma vez o vírus adsorvido e penetrado na célula, ocorre a 
replicação do ácido nucléico. Essa replicação somente ocorrerá se a célula for 
permissiva, ou seja, decodifique o material genético viral. No processo de replicação o 
vírus envelopado precisa ser desnudado, isso significa que precisa perder sua cápsula 
para que o genoma seja liberado no citoplasma, esse desnudamento pode ser realizado 
na membrana celular ou no citoplasma, e possa iniciar a síntese de suas proteínas. Essas 
proteínas virais são classificadas em precoces e tardias. As proteínas precoces são 
fundamentais para a replicação do ácido nucléico viral e as tardias para a produção 
estrutural do capsídeo, caso o vírus apresente capsídeo. 
Com a síntese do ácido nucléico e das proteínas virais já realizadas ocorre o 
processo de organização e montagem. Nesse processo o ácido nucléico é empacotado e 
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organizado nas cápsulas proteicas. Finalizando o processo de replicação eles são 
liberados da célula. 
O Herpes Vírus Simplex manifesta uma doença viral infectocontagiosa que afeta a 
saúde pública, principalmente com quadros muco cutâneos e neurológicos, com 
possibilidade de desencadear reações sistêmicas nos indivíduos portadores desse vírus. 
Esse vírus apresenta cepas que podem causar doença genital, orofacial e neonatal. 
Pertence à família Herpesviridae, subfamília Alphaherpesvirinae e é classificado em 
Herpes Vírus Simplex tipo 1 (HSV-1) e Herpes Vírus Simplex tipo 2 (HSV-2) (James & 
Kinberlin., 2015). 
O HSV é capaz de se replicar no sistema nervoso e de permanecer em estágio de 
latência, ocorrendo reativação da infecção. Até o presente momento o ser humano é o 
único hospedeiro desse vírus e a transmissão se dá por contato interpessoal. A infecção 
pode ser adquirida por contatos: oral, sexual ou na passagem pelo canal de parto 
(Yakoub & Shukla, 2015). 
A replicação desse vírus se inicia pela penetração nas mucosas intactas ou 
lesionadas, o vírus é então transportado para a raiz do gânglio dorsal onde se replica e se 
estabelece em estágio de latência. O vírus pode ser reativado por estímulo espontâneo 
ou por atrito, febre, exposição a UV, desgaste físico, desgaste emocional, entre outros 
fatores. Quando o vírus é reativado ele percorre os nervos sensitivos e causa lesões na 
pele e mucosas. Essas lesões são caracterizadas pela presença de vesículas agrupadas 
que evoluem para pústulas, pequenas ulcerações ou crostas (Engel et al., 2015). 
O Herpes Vírus Simplex é um vírus com envelope que apresenta fita dupla de DNA. 
Esse vírus codifica glicoproteínas que são responsáveis pela indução de anticorpos 
neutralizantes. As enzimas que participam da replicação viral, Timidina quinase e DNA 
polimerase são os principais alvos das drogas antivirais (Engel et al., 2015). 
O Herpes Vírus Simplex tipo 1 (HSV-1) predominantemente causa infecções 
orofaciais, afetam principalmente criança de 6 meses a 5 anos de idade, mas pode 
atingir adultos de todas as faixas etárias. A região orofacial apresenta vesículas 
aglutinadas que se rompem. É uma infecção que causa bastante desconforto e pode 
afetar o estado emocional dos infectados que podem se sentir constrangido com a má 
aparência das vesículas (Staikov et al., 2015). Visto que essa infecção atinge 85% da 
população mundial, nem todos os indivíduos manifestam a infecção, essa é uma 
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problemática da saúde pública que não pode ser ignorada e necessita de aplicações de 
novos compostos no controle desse vírus. 
As infecções causadas pelo vírus do herpes são classificadas em três tipos: infecção 
primária, que pode ser assintomática ou sintomática, apresentando, neste caso, quadros 
de febre, úlceras na garganta, lesões vesiculares e ulcerativas, gengivo-estomatite, 
edema e outros; infecção neonatal, que pode ocorrer in utero, durante ou após o parto; e 
infecção do sistema nervoso central, que pode apresentar encefalite hemorrágica focal 
(Gonçalves et al., 2001). 
Os agentes químicos mais utilizados no tratamento de HSV são aciclovir, 
penciclovir, fanciclovir, valaciclovir, trifluiridina e vidarabina. Todos esses agentes 
atuam como inibidores da DNA polimerase, ou seja, não permitem que o vírus se 
replique (Hassan et al., 2015). Os vírus apresentam taxas de mutações elevadas, por isso 
a utilização expressiva de um mesmo agente químico no controle do seu ciclo pode 
deixar de ser eficiente em um curto intervalo de tempo, sendo assim é necessário 
desenvolver novos compostos bioativos que auxiliem no controle desse vírus que afeta a 
saúde pública. 
Nas últimas décadas a produção científica vem apresentando resultados mais 
otimistas de possíveis novos compostos com ação anti-herpética, mas ainda há muito 
que se investigar sobre a eficiência, viabilidade e segurança desses compostos. 
Bianchi (2012) investigou o potencial antiviral de extratos marinhos contra o vírus 
HSV-1 e identificou que 13 deles apresentavam 97% ou mais de atividade antiviral. 
Desses 13 extratos 7 eram derivados de fungos marinhos e 6 de esponjas marinhas. 
Após análise das atividades dos extratos foram feitas as identificações e as espécies de 
esponjas identificadas foram Hemimycale sp., Monanchora arbuscula e Didimnum 
ligulum. Os fungos identificados foram Aspergilus sp., Trichoderma sp. e Penicillium 
sp.. 
Existem também evidências de que polissacarídeos sulfatados oriundos de algas 
marinhas vermelhas apresentam eficiência antiviral contra os vírus envelopados, mas 
ainda pouco se conhece sobre a produção desses polissacarídeos, é preciso mais estudos 
para identificar se os polissacarídeos são derivados de bactérias associadas as algas ou 
se são derivados das algas (Rashid et al., 2009). 
Compostos isolados de algas marinhas das espécies Scinaia hatei, Gymnogongrus 
griffithsiae e Cryptonemia crenulata, Bostrychia montagnei, Spirulina platensis 
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apresentaram atividade anti-herpética. Também é possível encontrar compostos, com 
potencial anti-herpético, oriundos de bactérias da espécie Actinomadura namibiensis. 
De uma forma geral, os produtos naturais com propriedade anti-herpética derivados de 
plantas, animais, fungos e bactérias pertencem a classe química dos nucleosídeos, 
polissacarídeos, peptídeos, terpenos, compostos fenólicos e alcaloides (Hassan et al., 
2015). 
Embora novos produtos naturais com propriedades anti-herpéticas tenham sido 
descobertos, ainda é necessário potencializar e avançar nos estudos, pois as drogas anti-
herpéticas não eliminam a infecção, elas apenas controlam a replicação do vírus. Por 
isso, é fundamental que sejam desenvolvidos estudos científicos que avaliem e 
investiguem o potencial anti-herpético de bactérias marinhas e seus benefícios para a 
saúde pública. 
Outro vírus também relevante para estudos e investigações científicas é o vírus da 
diarreia viral bovina (BVDV). Esse vírus é um dos principais patógenos dos bovinos e 
afeta negativamente a economia pecuária. O BVDV pertence à família Flaviridae, 
gênero Pestivirus. Pestivirus são vírus envelopados e apresentam genoma de RNA fita 
simples. Eles podem ser classificados em dois grupos antigênicos principais; BVDV 
tipo 1 e BVDV tipo 2. O BVDV tipo 1 (Não citopático- NCP) são, na maioria, vírus 
vacinais e o BVDV tipo 2 (Citopáticos- CP) são cepas mais severas (Pinto et al., 2012). 
O BVDV é frequentemente associado com quadros clínicos de gastroenterites, mas 
pode também estar associado com fenômenos reprodutivos. O vírus pode causar 
infertilidade reprodutiva temporária, aborto do feto, malformações fetais, retorno ao cio 
e até mesmo o nascimento de bezerros fracos. A infecção de fêmeas prenhas, entre 40-
120 dias de gestação, com isolados de BVDV NCP gera bezerros persistentemente 
infectados e imunotolerantes ao vírus. Esses animais persistentemente infectados são 
soronegativos, clinicamente normais e podem excretar o vírus durante toda a vida 
(Ridpath, 2013). 
O vírus BVDV apresenta distribuição mundial e em países considerados livres de 
febre aftosa esse agente viral é alvo de diversos programas de controle e erradicação. A 
infecção de animais pelo BVDV pode ocasionar infecções subclínicas, doenças 
respiratórias, digestivas e reprodutivas, síndromes hemorrágicas, doenças cutâneas, 
imunossupressão, trombocitopenia (Flores et al., 2005). 
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No Brasil a presença desse vírus foi observada no final da década de 60 e os 
primeiros estudos sorológicos sobre o BVDV ocorreram na década de 70. O primeiro 
isolado desse vírus no Brasil ocorreu em 1974, mas devido a problemas de estrutura e 
manutenção do laboratório esse isolado foi perdido. Embora esse vírus tenha recebido 
atenção por sua importância sanitária e econômica, ainda nos dias atuais são poucos os 
números de laboratórios que realizam diagnósticos de rotina sobre o BVDV (Flores et 
al., 2005). 
Visto a importância sanitária e econômica desse vírus é fundamental também o 
desenvolvimento de novas drogas para o controle do BVDV. Os estudos que relevam 
potenciais produtos naturais com compostos biologicamente ativos contra o BVDV 
ainda são insuficientes para auxiliar no controle do vírus, por isso é fundamental 
estudos que avaliem e isolem novos compostos químicos naturais com potencial 
antiviral contra o BVDV. 
Atualmente as vacinas são intensamente utilizadas para o controle do BVDV, mas 
ainda não são eficientes no controle das doenças ocasionadas por Pestivirus. As vacinas 
mais eficientes devem impedir que ocorra a transmissão intrauterina do vírus para o 
feto. A complexidade em produzir vacinas eficientes para esse vírus é que eles 
apresentam uma variedade genotípica muito alta e as taxas de mutações do vírus 
também são relevantes, sendo necessário desenvolver novas vacinas e outros 
medicamentos constantemente (Newcomer & Givens, 2013). 
A maioria das drogas antivirais para o BVDV utilizada nos dias atuais apresenta a 
RNA polimerase como o seu principal alvo, mas existem também outros mecanismos e 
vias que as drogas podem atacar. Devido as elevadas taxas de mutações dos vírus as 
terapias que combinam mais de um método têm apresentado resultados mais eficientes 
quando comparadas com as monoterapias. Isso é um resultado interessante, pois a 
combinação de diferentes drogas com diferentes alvos pode ser uma ferramenta 
poderosa para evitar a seleção de vírus resistentes ao tratamento e, assim, potencializar a 
terapia utilizada no controle e erradicação do vírus (Newcomer & Givens, 2013). 
Devido a prática da vacinação no controle do BVDV ter apresentado resultados 
otimistas desde a década de 60 até os dias atuais, ainda são poucas as referências 
científicas que relevam compostos naturais biologicamente ativos, mas o interesse dos 
cientistas em descobrir novas drogas para atuarem em terapias conjuntas com as vacinas 
vem aumentando. 
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Alguns compostos químicos derivados de bactérias pertencentes ao Filo 
Actinobacteria apresentam capacidade de inibir o vírus BVDV (Padilla et al., 2015). 
Bactéria Bacillus sp isolada de esponja marinha da espécie Petronica citrina também 
apresenta capacidade de inibir o vírus BVDV, impedindo sua adsorção nas células 
(Bastos et al., 2013). Essas evidências são bastante otimistas, porém as investigações 
científicas sobre as bactérias como potenciais produtoras de compostos farmacológicos 
ativos ainda são insuficientes e incompatíveis com a demanda e necessidade emergente 
do desenvolvimento de novos compostos no tratamento de doenças virais como o 
BVDV e o HSV-1. Por isso é fundamental para a ciência o conhecimento profundo 
sobre a diversidade bacteriana, principalmente de ambientes extremos como a Antártica, 
pois esse pode ser o caminho para a utilização de recursos biológicos que produzem 
novos compostos farmacológicos ativos eficientes e seguros para a utilização na saúde 
pública e pecuária. 
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3. OBJETIVO 
O presente estudo teve como objetivo a identificação da diversidade de bactérias 
isoladas de macro-organismos marinhos e de sedimentos oriundos da Baía do 
Almirantado (Ilha Rei George), Antártica, e a avaliação do potencial antiviral de 
extratos microbianos obtidos de 22 isolados. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
4.1 Micro-organismos utilizados no estudo 
As bactérias utilizadas neste estudo foram isoladas a partir de organismos e 
sedimentos marinhos por membros da equipe da Divisão de Recursos Microbianos 
(UNICAMP/CPQBA/DRM) e mantidos no acervo de pesquisa da Divisão. Os 
sedimentos e organismos marinhos de diferentes espécies entre elas, uma esponja, uma 
ascídia, uma salpa, e 5 algas (Figura 1), foram coletadas por Msc. Fernando Suzigan 
Nobre (CPQBA/UNICAMP), Prof. Dr. Eduardo Hadju (UFRJ) e pela equipe da Profa. 
Dra. Vivian H. Pellizari (IO/USP) em diferentes pontos de coleta, próximos a Estação 
Brasileira Comandante Ferraz, Antártica (Figura 2), durante expedição a Antártica pelo 
Programa Antártico Brasileiro no verão de 2010. 
 
 
 
Figura 1. Organismos marinhos coletados no continente Antártico na expedição no verão de 
2010 e utilizados para o isolamento de bactérias. A) – Ouriço-do-mar, B) – Ascídia; C) – Salpa; 
D) – Esponja; E, F, G, H) – Algas. Fonte: Fernando Suzigan Nobre. 
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Figura 2. Localização da Ilha do Rei George, onde foi realizada a coleta do presente estudo. 
Fonte: Bolter et al., 1997. 
 
No isolamento os organismos marinhos foram triturados em homogeneizador e 
diluições (10-2 e 10-4) foram semeadas em dois meios de cultivo, M1 (Mincer et al., 
2002) e Yeast malt-extract medium (ISP2), acrescidos de actidiona (50 mL/L). Já os 
sedimentos foram diluídos em água do mar artificial e as diluições (10-2 e 10-4) 
semeadas nos mesmos meios de cultivo. Todas as placas foram incubadas a 28 °C por 
24 a 72 h. Após crescimento, 153 isolados distintos foram selecionados com bases na 
morfologia das colônias e das células e foram preservados pelo método de 
ultracongelamento a -80 °C, conforme metodologia descrita por Hunter-Cevera & Belt, 
(1996) e Kirsop & Doyle (1991). 
Os isolados foram mantidos no acervo de pesquisa da DRM até o início deste 
projeto, quando as bactérias foram reativadas nos respectivos meios de cultivo 
utilizados no isolamento, preparados com solução de água do mar artificial (ASW), para 
verificação da pureza e a avaliação das características morfológicas e coloração de 
Gram por microscopia óptica. Esse procedimento contou com a colaboração da Srta. 
Paula de França, na época, aluna de mestrado e membro do grupo de pesquisa da Dra. 
Fabiana Fantinatti Garboggini. 
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4.2 Identificação dos isolados bacterianos por análise filogenética do gene RNA 
ribossomal 16S 
4.2.1 Extração e quantificação de DNA genômico 
A extração de DNA genômico foi realizada segundo o protocolo descrito por 
Pospiech & Neumann (1995) modificado. Os isolados foram reativados em 5 mL do 
meio de cultivo utilizado no isolamento e incubados a 28°C por 24 h, a 150 rpm. O 
crescimento bacteriano foi coletado por centrifugação a 12.000 rpm por 2 min em tubos 
1,5 mL de polipropileno e as células foram homogeneizadas em 0,5 mL de tampão SET 
(NaCl 75 mM, EDTA 25 mM, Tris 20 mM em pH 7,5). Foram adicionados 1 mg/mL de 
lisozima e os tubos incubados a 37 oC por 60 min. Posteriormente, foi adicionado 1/10 
de volume de SDS 10 % e 0,5 mg/mL de proteinase K e incubados a 55 oC por 2 h, com 
inversões ocasionais dos tubos. Foram adicionados 1/3 do volume de NaCl 5M e 1 
volume de clorofórmio e incubados a temperatura ambiente por 30 min com inversões 
ocasionais. Os tubos foram, então, centrifugados a 12.000 rpm por 10 min e a fase 
aquosa foi transferida para um novo tubo. O DNA foi precipitado com 1 volume de 
isopropanol e os tubos foram invertidos por várias vezes a fim de misturar as soluções 
ou até visualizar um precipitado fibroso branco. Os tubos foram centrifugados a 6.500 
rpm por 3 min para precipitação do DNA genômico. O DNA genômico foi lavado 2 
vezes com 1 mL de etanol 70 % e centrifugado-se a 6.500 rpm por 3 min entre as 
lavagens. O DNA genômico foi mantido a temperatura ambiente ou em estufa a 37 °C 
para secagem. 
A purificação do DNA foi realizada após a suspensão do sedimento em 200 µL de 
TE pH 8,0 acrescidos de 10 µL de RNAse (5 mg/µL) e incubados por 1 hora a 37 oC. 
Em seguida, foram adicionados 20 µL de cloreto de lítio 4 M e 1 volume de 
clorofórmio-álcool isoamílico (24:1), para remoção de proteínas. Os tubos foram 
agitados manualmente e centrifugados a 12.000 rpm por 10 min. A fase superior foi 
transferida para um novo tubo. O DNA genômico foi precipitado com 2 volumes de 
etanol absoluto gelado e os tubos foram centrifugados a 6.500 rpm por 3 min. O 
sobrenadante foi descartado e o DNA genômico foi lavado 2 vezes com etanol 70% 
centrifugando a 6.500 rpm por 3 minutos entre as lavagens. Após secagem, o DNA 
genômico foi suspenso em 50 µL de água Milli Q e estocado a -20 oC. 
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O DNA genômico extraído foi quantificado por comparação com DNA λ em 
diferentes concentrações em gel de agarose 0,8% corado com 2 % de SYBR® Safe 
DNA gel stain (Invitrogen) submetido à eletroforese por 30 min em condição de 80 V. 
Após sua quantificação, os DNA extraídos foram armazenados em tubos de 
polipropileno e mantidos a temperatura de 4ºC. 
 
4.2.2 Sequenciamento e análise filogenética de gene RNA ribossomal 16S 
A amplificação do gene RNA ribossomal 16S pela técnica de PCR, foi realizada 
com os primers p10f (5' AGTTTGATCCTGGCTCAG 3’) e p1525r (5´ AGG GTT GGG 
GTG GTT G 3´), similares às extremidades conservadas do gene RNA ribossomal 16S de 
bactérias conforme descrito por Lane e colaboradores (1991). As condições de reação 
de amplificação foram: 0,4 µM de cada primer específico, 1 mM tampão 10X, 0,2 µM 
dNTP’s, 1,5 mM de MgCl2, 2,5 U de Taq Polimerase (Invitrogen) e 50 ng de DNA, em 
um volume final de 25 µL de reação. Na amplificação foi aplicada uma desnaturação 
inicial de 95 °C por 2 min, seguida de 30 ciclos de 94 °C por 1 min de desnaturação, 55 
°C por 1 min de anelamento e 72 ºC por 3 min de extensão, incluindo uma extensão 
final de 3 min a 72°C, em termociclador Eppendorf. O tamanho dos produtos de PCR 
foi confirmado por comparação com o marcador de peso molecular de 1 KB (Sigma) em 
gel de agarose 1,2% corado 2 % de SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen) submetido 
à eletroforese por 30 min em condição de 80 V. 
Para o sequenciamento automatizado, os produtos de PCR foram purificados 
utilizando mini-colunas (GFX PCR DNA & gel band purification kit, GE Health Care) e 
submetidos ao sequenciamento usando o sequenciador automático ABI3500XL Series 
(Applied Biosystem). 
Os primers utilizados no sequenciamento foram 10f (5´ GAG TTT GAT CCT GGC 
TCA G 3`), 765f (5´ ATT AGA TAC CCT GGT AG 3´), 782r (5´ ACC AGG GTA 
TCT AAT CCT GT 3´), 1100r (5´ AGG GTT GCG CTC GTT G 3’) e 1525r (5´ AGG 
GTT GGG GTG GTT G 3´). As reações de sequenciamento foram realizadas com o kit 
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Life Technologies) conforme 
recomendação do fabricante. As condições da reação foram: desnaturação inicial a 96°C 
durante 2 min, seguida de 30 ciclos, sendo cada ciclo constituído das etapas de 
desnaturação (96 °C, 45 s), pareamento (50 °C, 30 s) e extensão (60 °C, 4 min). As 
reações foram realizadas no termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf). 
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Posteriormente, as reações de sequenciamento foram precipitadas, suspensas no tampão 
de corrida apropriado para cada sistema (10 µL do tampão formamida para o sistema 
ABI3500XL Series (Applied Biosystems). 
As sequências parciais do gene RNA ribossomal 16S obtidas com os diferentes 
primers foram montadas em um contig (sequência única combinando os diferentes 
fragmentos obtidos) e comparadas com as sequências de organismos representados nas 
bases de dados do Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), RDP Release 10 
(http://rdp.cme.msu.edu/) e EzTaxon-e server ((http://eztaxon-e.ezbiocloud.net/) Kim et 
al., 2012).As sequências recuperadas dos bancos de dados foram alinhadas no programa 
CLUSTAL X (Thompson et al., 1997), editadas no BIOEDIT (Hall, 1999) e as análises 
filogenéticas foram conduzidas utilizando-se o programa MEGA versão 6 (Tamura et 
al., 2013). A matriz de distância evolutiva foi calculada com o modelo de Kimura 
(Kimura, 1980) e a construção da árvore filogenética a partir das distâncias evolutivas 
foi realizada empregando-se pelo método de Neighbor-Joining (Saitou e Nei, 1987), 
com valores de bootstrap calculados a partir de 1.000 repetições (Felsenstein, 1985). 
 
4.3 Obtenção de extratos brutos microbianos 
O critério primordial para a seleção dos gêneros de isolados posteriormente 
submetidos a produção de extratos microbianos foi a pesquisa bibliográfica, 
selecionando gêneros de bactérias cuja literatura havia descrito algum potencial 
biotecnológico ou gêneros considerados endêmicos ao continente Antártico. 
De início inoculou-se 100 µL de cada isolado selecionado (total de 22 isolados), em 
10 mL de meio de cultura Nutriente Broth (OXOID®) com água do mar artificial 
(ASW) em tubos de ensaios individualizados. Os tubos de ensaios e o meio de cultura 
foram devidamente esterilizados. Após o inoculo, os tubos de ensaio foram incubados 
com agitação constante de 120 g a 20°C por 48 h. Em seguida todo volume final foi 
transferido para 50 mL de meio de cultura Nutriente Broth (OXOID®) e ASW em 
Erlenmeyer de 150 mL e incubados sob as mesmas condições, porém com tempo de 
incubação de 92 h. Após este período de incubação todo inoculo foi transferido, 
individualmente, para 500 mL de meio de cultura Nutriente Broth (OXOID®) com ASW 
em frascos de 1 L e incubados sob as mesmas condições por 116 h. Em seguida, os 
frascos foram incubados, sem agitação a 20 °C. Após este período procedeu-se a 
obtenção dos extratos brutos por meio da separação líquido-líquido. 
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Na extração líquido-líquido da cultura microbiana foi utilizado o acetato de etila 
como solvente. Para isso transferiu-se os 500 mL de cultura em um béquer de vidro de 
dois litros e adicionou-se 500 mL de acetato de etila, a suspensão foi homogeneizada 
com o auxílio de um dispersor ULTRA TURRAX IKA T 18 Basic de alta performance, 
para homogeneização de volumes entre 1 e 1.500 mL na velocidade de 5.000 g por 3 
minutos. Após a homogeneização de volumes, a suspensão foi transferida para um funil 
de separação com a finalidade de separar a fase orgânica da inorgânica. A fase 
inorgânica foi coletada em frasco de vidros de 1 L, e a fase orgânica (superior) 
transferida para balão de fundo redondo para descarte de resíduos químicos de acordo 
com as normas adequadas. O balão de fundo redondo foi colocado no rotaevaporador 
(Rotavapor R-215 Buchi) a vácuo e temperatura de 40 ºC, para a evaporação do 
solvente e recuperação do extrato bruto. 
 
4.4 Ensaio da atividade antiviral 
A avaliação da atividade antiviral dos isolados foi realizada sob orientação da Dra. 
Luciana Konecny Kohn, no Laboratório de Virologia Animal (LVA), IB, UNICAMP. 
Para realizar esse ensaio antiviral utilizou-se a linhagem celular VERO, extraídas de 
rins de macacos, (Departamento de Virologia Clínica Göteborg University, Suécia) e o 
vírus HSV1 da cepa KOS (Faculdade de Farmácia da Universidade de Rennes, França), 
cultivados em meio mínimo de Eagle (MEM) (HIMEDIA®), suplementado com 10% de 
soro fetal bovino (SFB) (HIMEDIA®). As culturas celulares foram mantidas a 37 °C e 
5% de CO2. O estoque de vírus foi preparado, titulado com base no método de 
Spearman & Karber (Lorenz & Bögel, 1973) e armazenado a -80º C. O vírus HSV-1, 
cepa KOS foi cedido pela Profa. Dra. Claudia Simões - UFSC. 
As células da linhagem celular MDBK (Madin Darby Bovine Kidney), extraídas de 
rins de bovinos, também foram utilizadas nesse trabalho e mantidas sob as mesmas 
condições da célula Vero, exceto que ao invés de soro fetal bovino, utilizou-se 10% de 
soro equino.  
 
 Multiplicação Viral 
As amostras virais (1 mL) foram inoculadas em garrafas de cultivo celular de 25 
cm2, permanecendo durante 1 h a 37°C com 5% de CO2 e 100% de umidade. Após este 
período, foram adicionados 9 mL de meio mínimo de Eagle (MEM) (HIMEDIA®) sem 
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SFB (HIMEDIA®) em cada garrafa de cultivo celular, voltando à incubação sob 
condições ideais descritas acima. Quando a monocamada apresentou 80% de efeito 
citopático (ECP), caracterizado por arredondamento e refringência das células, a garrafa 
foi congelada a-80 °C e, após ser descongelada, a mistura célula-vírus foi centrifugada 
e, o sobrenadante, distribuído em alíquotas em microtubos de 0,5 mL. O estoque de 
vírus foi preparado e titulado com base no método descrito por Reed & Muench (1938). 
O vírus utilizado para o ensaio antiviral com a célula da linhagem MDBK é o vírus 
BVDV e a multiplicação viral seguiu o mesmo protocolo descrito para o vírus HSV-1. 
 
 Titulação viral 
As titulações virais foram sequenciais na base de 10 e inoculadas em volumes de 50 
μL/orifício, em quadruplicata, em microplacas de cultivos celulares contendo 100 μL de 
células inoculadas com 24 h de antecedência. As placas infectadas foram incubadas em 
estufa à 37 °C com 5% de CO2. As leituras foram realizadas em 12, 24 e 48 h após a 
inoculação. Os títulos foram calculados com base no método de Spearman & Karber 
(Lorenz & Bögel, 1973). 
As células foram distribuídas em placas de cultura de 96 micropoços, a uma 
densidade de 1 x 105células / mL, e incubadas a 37 °C contendo 5% de CO2 durante 24 
h. As diluições em série de vírus preparados foram estocadas e as células foram 
infectadas com a diluição do vírus. Após 1 a 2 dias de incubação, o efeito citopático foi 
avaliado (BASTOS, et al., 2013). 
 
 Ensaio Antiviral 
O teste de atividade antiviral foi avaliado inicialmente em dose única do extrato 
bruto (50 µg/µL) frente à diferentes concentrações virais (Figura 3). O extrato foi 
considerado positivo quando apresentou inibição do efeito citopático maior que 97%. A 
atividade antiviral foi realizada após titulação dos vírus de acordo com metodologias 
usuais, ou seja, 50 µL de células na concentração de 1,5 a 3,0 x 104 
células/compartimento na presença dos extratos na concentração de 50 µg/µL em 
quadruplicata incubadas por 1 h, seguida da adição do vírus em diluições sequenciais na 
base 10. As placas foram incubadas em estufa à 37 oC com 5% de CO2. As leituras 
foram realizadas após 24 e 48 h em busca do Efeito Citopático (ECP) característico. Os 
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títulos foram calculados com base no método de Spearman e Karber (Lorenz e Bögel, 
1973). 
A avaliação ocorreu pela observação dos orifícios em microscópio à procura da 
ocorrência do efeito citopático. Considerando como resultado negativo a ocorrência de 
ECP e positivo na ausência do ECP isto é, o extrato inibiu a ação viral sobre a célula. 
O índice de inibição viral (IIV) para cada concentração da substância foi calculado 
por meio da diferença entre o log do título do controle (C) e o log do título do tratado. 
Considerou-se como positivo se o IIV for igual ou acima de 1,5 log. 
A porcentagem de inibição foi calculada através da fórmula: 
(PI) = (1 – T/C) x 100, onde T é o antilog dos títulos virais tratados (com extrato) e 
C é o antilog do título viral controle (sem extrato). Considerar positivo a PI igual ou 
acima de 94%. 
Os extratos que apresentaram inibição viral maior que 97% foram submetidos aos 
testes de ensaio colorimétrico de MTT (3-[4, 5-dimethylthiazol-2-yl]-2, 5-
diphenyltetrazolium bromide). Esse ensaio é importante porque permite a quantificação 
da viabilidade celular. 
 
 
Figura 3. Imagem ilustrativa da montagem de microplacas com monocamadas de 
células para os ensaios de atividade antiviral. 
Os extratos microbianos avaliados foram diluídos em DMSO a fim de obter todos na 
mesma concentração de 50 µg/µL que foram testados em diluições de 10-1 a 10-7 da 
concentração viral. CC é o controle celular, onde apenas inoculou-se no orifício extrato 
microbiano, sendo ausente do inóculo de vírus. O cc é utilizado para verificar a 
toxicidade do extrato na célula. 
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 Determinação da Concentração do crescimento celular (CC50) e da Concentração da 
Inibição do crescimento viral (IC50) 
A IC50 corresponde a concentração do extrato que é capaz de inibir 50% da 
replicação viral e o CC50 corresponde a concentração do extrato que reduz em 50% o 
crescimento celular. 
 
 CC50 - Concentração de extrato capaz de inibir 50% crescimento celular 
Para determinar a concentração de extrato capaz de inibir 50% crescimento celular, 
colocou-se 100µL/orificío de células em microplacas de 96 orifícios, preparadas 24h 
antes e incubadas em estufa à 37 °C com 5% de CO2 e 100% de umidade. Com as 
células confluentes, foram inoculados 100µL/orifício do extrato, em diluição sequencial 
na base 2, incubando-se a microplaca em estufa à 37 °C com 5% de CO2 e 100% de 
umidade durante 48h. Após este período, realizou-se o ensaio colorimétrico MTT. 
O meio foi descartado e foram adicionados 20 μL da solução de MTT (3-[4, 5-
dimethylthiazol-2-yl]-2, 5-diphenyltetrazolium bromide), a uma concentração de 5 
mg/mL, em cada orifício das placas. Essas placas foram incubadas em estufa a 37 ºC e 
5% de CO2 durante 3 h. Em seguida o sobrenadante de cada orifício foi retirado 
cuidadosamente, com micropipetas multicanal, posteriormente houve a adição de 150 
μL de DMSO para a dissolução dos cristais formados, o que permitiu a posterior leitura 
da absorbância. A taxa de redução do tetrazolium corresponde à taxa de células viáveis, 
metabolicamente ativas. As placas foram, em seguida, colocadas em agitação por 10 
min e, por fim, foi realizada a leitura em espectrofotômetro a um comprimento de onda 
de 540 nm (Gerlier & Thomasset, 1986). A partir desses dados os índices IC50 e CC50 
foram gerados através de uma análise de regressão linear.  
 
 IC50 - Concentração de extrato capaz de inibir 50% crescimento viral 
Para determinar a concentração de extrato capaz de inibir 50% crescimento viral, 
colocou-se 100µL/orificío de células em microplacas de 96 orifícios, preparadas 24h 
antes e incubadas em estufa à 37 °C com 5% de CO2 e 100% de umidade. Com o tapete 
formado, foram inoculados 100µL/orifício do extrato, em diluição sequencial na base 2, 
50µL/orifício do vírus na concentração de 10Doses Infectantes (DI), incubando-se a 
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microplaca em estufa à 37 °C com 5% de CO2 e 100% de umidade durante 48h. Após 
este período, realizou-se o ensaio colorimétrico MTT. 
O meio foi descartado e foram adicionados 20 μL da solução de MTT (3-[4, 5-
dimethylthiazol-2-yl]-2, 5-diphenyltetrazolium bromide), a uma concentração de 5 
mg/mL, em cada orifício das placas. Essas placas foram incubadas em estufa a 37 ºC e 
5% de CO2 durante 3 h. Em seguida o sobrenadante de cada orifício foi retirado 
cuidadosamente, com micropipetas multicanal, posteriormente houve a adição de 150 
μL de DMSO para a dissolução dos cristais formados, o que permitiu a posterior leitura 
da absorbância. A taxa de redução do tetrazolium corresponde à taxa de células viáveis, 
metabolicamente ativas. As placas foram, em seguida, colocadas em agitação por 10 
min e, por fim, foi realizada a leitura em espectrofotômetro a um comprimento de onda 
de 540 nm (Gerlier & Thomasset, 1986). A partir desses dados os índices IC50 e CC50 
foram gerados através de uma análise de regressão linear. 
 
 Determinação do índice de Seletividade (IS) 
O índice de seletividade expressa a segurança para a utilização da substância testada 
in vitro, podendo viabilizar a realização de outros ensaios tanto in vitro quanto in vivo 
(Coen & Richman, 2007; Dezengrini et al., 2009). Os valores de IS são considerados 
positivos a partir de 4, e quanto maior é esse valor, considera-se o extrato como mais 
promissor (Amoros et al., 1992). 
O cálculo de índice de seletividade é utilizado para analisar se os extratos que se 
apresentaram ativos são promissores para a síntese de futuros medicamentos. Para isso, 
calcula-se a concentração de extrato capaz de inibir 50% do crescimento celular (CC50) 
e divide-se pela concentração de extrato capaz de inibir 50% do crescimento viral 
(IC50).  As placas são montadas de acordo com a Figura 4. 
IS = CC50 / IC50 
O IS foi calculado por análise de regressão linear, considerando-se a equação da reta 
adequada quando o valor de R2 foi igual ou superior a 0,9. Este valor é utilizado para 
estimar a segurança de medicamentos, tanto para a utilização em humanos, quanto para 
animais, sendo que quanto maior o valor do IS maior será a segurança do fármaco 
(Dezengrini et al., 2010). 
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Figura 4. Imagem ilustrativa da montagem da microplaca para determinação e leitura 
do índice de seletividade (IS). 
 
Na Figura 4 é possível observar que a primeira coluna encontra-se o controle de 
células (CC) tanto para a determinação do IC50 como para a determinação do CC50, ou 
seja, todos os orifícios da coluna 1 da microplaca apresenta apenas  o tapete de 
monocamada celular e o Meio Mínimo de Eagle (MEM HIMEDIA® ). 
 
 Mecanismos de ação do vírus 
Para a avaliação da fase do ciclo viral em que cada extrato pode interferir, foram 
realizados experimentos com diferentes tratamentos. 
- Ensaio de inativação da partícula viral: as amostras virais foram incubadas por 1 h 
com os extratos microbianos, na ausência de células, para avaliar a capacidade de 
provocar inativação da partícula viral, assim não iniciando a replicação viral. Após este 
período realizou-se uma diluição seriada e 100 μL foi adicionado na placa que continha 
a monocamada celular confluente. 
- Ensaio da inibição da replicação viral: as células foram infectadas com vírus e 
tratadas com os extratos na concentração de 100 µg/μL durante 1 h. Essa temperatura 
Leitura no 
espectrofotômetro 
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utilizada permite que ocorra a adsorção viral, mas não a penetração do vírus na célula. 
Após esse período, o sobrenadante foi retirado, as placas foram lavadas com PBS, 
foram adicionados 150 μL de MEM com 1% de soro fetal bonivo e as placas foram 
incubadas a 37 °C por 48 h, tempo necessário para a penetração das partículas virais e 
continuidade do processo de replicação. 
- Ensaio da inibição da adsorção viral: as células foram incubadas com os extratos 
microbianos inicialmente por 1 h a 37 ºC. Após este período, foi inoculado o vírus. A 
temperatura de incubação foi de 37° C por 48 h. 
 
5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
5.1 Diversidade e caracterização dos isolados 
A coleta realizada na Baía do Almirantado (Ilha Rei George), Antártica, durante 
expedição pelo Programa Antártico Brasileiro no verão de 2010 na Estação Brasileira 
Comandante Ferraz resultou no isolamento de 153 bactérias, as quais foram mantidas na 
coleção de pesquisa da Divisão de Recursos Microbianos (DRM). Dentre esses 153 
isolados, 145 resistiram à criopreservação e foram reativados em placas de petri 
descartáveis, preparadas com meio de cultura Nutrient Agar (NA) e solução de água do 
mar artificial (ASW). Após plaqueamento dos isolados esses foram incubados em uma 
câmara incubadora a temperatura de 20 ºC. 
As características morfológicas das colônias de bactérias foram confirmadas por 
meio de microscopia óptica e agrupadas em Gram positivas e Gram negativas. De 
acordo com os resultados, a caracterização morfológica confirmou algumas 
características dos principais Filos identificados posteriormente pelo sequenciamento do 
gene RNA ribossomal 16S. 
A Figura 5 ilustra a distribuição dos isolados agrupados em Filos, bem como a 
frequência de ocorrência dos isolados nesses Filos revelados pelo sequenciamento do 
gene RNA ribossomal 16S. O grupo mais abundante foi o Filo Proteobacteria (67%), 
seguido de Fimicutes (21%), Actinobacteria (9%) e Bacteroidetes (3%). Esse resultado 
apresentou dados semelhantes aos obitdos por Fan e colaboradores (2013) para a mesma 
região geográfica desse estudo. 
Fan e colaboradores (2013) analisou a diversidade microbiana coletando amostras de 
sedimentos lacustres, sedimentos marinhos e solos orinitogênicos da Ilha de Rei 
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George, Antártica. Neste estudo foram aplicadas as estratégias dependente e 
independente de cultivo para investigar a diversidade genética. No método dependente 
de cultivo foram obtidos 70 isolados, 49 Gram negativos e 21 Gram positivos, os quais 
foram classificados em 5 Filos após sequenciamento do gene RNA ribossomal 
16SrRNA; 54,3% de Gammaproteobacteria, 34,3% de Firmicutes, 5,7% de 
Actinobacteria, 4,3% de Bacteroidetes e 1,4 de Betaproteobacteria. Dentre esses 5 Filos 
foram identificados 12 gêneros, 38 pertencem a Proteobacteria sendo que desses 38, 22 
são do gênero Pseudomonas, 4 do gênero Psycrobacter, 3 Shewanella, 5 Acinetobacter 
e 1 Moraxella. O Filo Actinobacteria apresentou isolados do gênero Arthrobacter. O 
Filo Firmicutes do gênero Bacillus, Sporosarcina e Planococcus e por fim o Filo 
Bacteroidetes do gênero Flavobacterium e Cytophaga. Pela estratégia independente de 
cultivo utilizando a eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE), as amostras 
foram classificadas em Proteobacteria (Beta, Gamma e Alphaproteobacteria), 
Bacteroidetes, Firmicutes, Chlorobi e Denoicoccus-Thermus. 
Os resultados apresentados neste estudo revelaram a ocorrência de grande 
diversidade bacteriana obtida a partir de isolamento de sedimento e associada a 
organismos marinhos. Foram recuperados 28 gêneros distintos distribuídos em cinco 
Filos (Tabela 1). O Filo Proteobacteria ficou representado por 12 gêneros, sendo o mais 
abundante o gênero Psychrobacter com 38 isolados identificados, representando 
39,18%, seguido pelo gênero Pseudomonas com 16 isolados identificados, 
representando 16,49% e o gênero Planococcus, pertencente ao Filo Firmicutes com 12 
isolados, representando 40 %. Estes micro-organismos também foram isolados nos 
estudos de Fan e colaboradores (2013). Outros gêneros em comum foram Bacillus, 
Shewanella e Arthrobacter, entretanto, não foram recuperados espécimes dos gêneros e 
Acinetobacter, Moraxella, Flavobacterium e Cytophaga. Por outro lado, outros gêneros 
não isolados no estudo de Fan e colaboradores (2013), como Pseudoalteromonas, 
Enterobacter, Marinobacter, Salinibacterium e Saccharopolyspora foram recuperados 
dos organismos marinhos. Esta diferença pode estar relacionada aos diferentes meios 
utilizados nas estratégias dependentes de cultivo utilizadas nos dois estudos, ou 
variações de microclimas nos quais sedimentos foram coletados, idade do solo, 
características físicas e químicas do solo, impactos ambientais, entre outros fatores. 
Além disso, a maior diversidade encontrada nos organismos marinhos pode estar 
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relacionada também às associações simbióticas favorecendo os organismos envolvidos, 
o que não está presente nos sedimentos. 
Muitos esforços tem sido aplicado para isolar novas espécies microbianas visando a 
busca de novos compostos para aplicação em difrentes segmentos da indústria 
famacêutica, petrolífiera, agrícola, de alimentos, entre outras. A diversidade microbiana 
em diferentes habitats vem sendo explorada, principalemte, por meio de estratégia 
independente de cultivo e novas espécies são constantemente reveladas aumentando 
significantemente o número de possíveis espécies no planeta. Entretanto, muitas destas 
espécies nem sequer foram isoladas e, consequentemente, não foram descritas e 
exploradas biotecnologicamente (Wullschleger et al., 2015). 
 
 
Figura 5. Abundância dos Filos identificados nas amostras coletadas da Baia do 
Almirantado, Ilha de Rei George, Antártica. 
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Tabela 1. Número dos isolados de bactérias recuperados de macro-organismos 
marinhos e amostras de sedimento coletados no continente Antártico e identificados por 
sequenciamento do gene RNA ribossomal 16S. 
Filo Gênero Macro organismos marinhos  Total* 
P
ro
te
ob
ac
te
ri
a 
 PP(1) OUR(2) ESP(3) ASC(4) S(5) SAP(6) LIQ(7)  
Enterobacter 8     2  10 
Escherichia 1  3     4 
Marinobacter     6   6 
Marinomonas 1  1   1  3 
Pantoea 1       1 
Pseudoalteromonas 2  1  6   9 
Pseudomonas 2 2  1 5 2 4 16 
Psychrobacter 4  2 5 27 1  39 
Shewanella 3       3 
Stenothrophomonas 2       2 
Sulfitobacter 2    1   3 
Thalassomonas     1   1 
Total**  26 2 7 6 46 6 4 97 
          
F
ir
m
ic
ut
es
 Bacillus 2    1   3 
Carnobacterium   2 3    5 
Marinilactibacillus   4 2    6 
Planococcus     12   12 
Staphylococcus 4    1   5 
Total**  6  6 5 14   31 
          
A
ct
in
ob
ac
te
ri
a 
Brevibacterium     2   2 
Kocuria     1   1 
Arthrobacter     1   1 
Dietzia 1       1 
Salinibacterium 2    1   3 
Curtobacterium 1       1 
Rodhococcus     1   1 
Saccharopolyspora 2       2 
Micrococcus 1       1 
Total**  7    6   13 
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Tabela 1. Número dos isolados de bactérias recuperados de macro-organismos 
marinhos e amostras de sedimento coletados no continente Antártico e identificados por 
sequenciamento do gene RNA ribossomal 16S. 
          
Bacteroidetes 
Zobellia    1 2   3 
Algoriphagus     1   1 
Total**     1 3   4 
PP(1)= Algas. OUR(2)= Ouriço do mar. ESP(3)= Esponja. ASC(4)= Ascídia. S(5)= Sedimento. 
SAP(6)= Salpa. LIQ(7)= Líquens. 
 
Chong e colaboradores (2013) investigaram a diversidade bacteriana do continente 
Antártico em 13 pontos do continente, entre eles dois pontos de coleta da região 
Subantártica, quatro pontos na Antártica-Marítima e sete pontos na Antártica 
Continental. Foram identificados 2.089 isolados por sequenciamento do gene RNA 
ribossomal 16S, dentre esses os gêneros de maior ocorrência (37%) foram: 
Arthrobacter, Brevundimonas, Flavobacterium, Psychrobacter, Pseudomonas e 
Sphingomonas.  
Nos três estudos, os gêneros comuns no continente Antártico foram Psychrobacter 
Arthrobacter e Pseudomonas. O gênero Psychrobacter inclui 34 espécies que crescem 
em baixas temperaturas, sendo que muitas espécies desse gênero foram isoladas na 
Antártica como P. frigidicola isolada de solos ortogênicos (Bowman et al., 1996), P. 
glacincola, isolada do gelo presente no mar da Antártica (Bowman et al., 1997), P. fozii 
encontrado em diversos locais da Antártica (Bozal et al., 2003), P. luti isolada na lama 
glacial da Antártica (Bozal et al., 2003), P. aquaticus, isolada do ambiente marinho da 
Antártica (Shivaji et al., 2005), entre outras espécies. Portanto, a maior incidência desse 
gênero está relacionada a tolerância que esses micro-organismos apresentam para 
sobreviver em ambientes com baixas temperaturas. 
O gênero Arthobacter está distribuído globalmente nas comunidades bacterianas do 
solo e no continente Antártica, e pode ser encontrado também em habitats como lagoas 
e rochas (Reddy et al., 2002; de la Torre et al., 2003; Peeters et al., 2011) apud Chong et 
al., (2013). Sendo assim, o isolamento e identificação desse gênero não representou fato 
inédito. 
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Pseudomonas é outro gênero amplamente distribuído, sendo encontrado em solos, 
gelos, lagos, entre outros. Relacionadas ao ambiente marinho foram descritas as 
espécies, P. alcaliphila, espécie psicrofílica alcalofílica isolada da água do mar 
(Yumoto et al., 2001), P. antarctica isolada do sul da Antártica (Reddy et al., 2004) e P. 
marincola (Romanenko et al., 2008). 
Apesar de algumas diferenças, pode-se dizer que de uma forma geral as 
comunidades bacterianas do solo identificadas no continente Antártica, até o presente 
momento, estão compostas majoritariamente por bactérias psicrotolerantes mesofílicas. 
Porém a diversidade microbiana desse continente ainda é pouco estudada e alguns 
obstáculos precisam ser superados para se conhecer mais a ecologia e a diversidade da 
microbiota local. Ainda é complexo conhecer plenamente as espécies microbianas 
endêmicas na Antártica, a abundância de espécies pscicrofílicas, as interações 
ecofisiológicas dessas com o meio ambiente e macro-organismos e os padrões de 
distribuição biogeográficos da diversidade dessas comunidades. Esses problemas 
possivelmente podem ser amenizados aumentando-se o número de pontos de coletas, 
associando-se informações de dados obtidos por métodos dependente e independente de 
cultivo, utilizar tecnologias de última geração e estudar regiões diversas do continente 
(Chong et al., 2013). 
Os resultados desse trabalho mostram a diversidade e semelhanças de gêneros 
microbianos identificados na Ilha de Rei George, Antártica com as de outros estudos 
também realizados na Antártica. É visto que alguns gêneros podem ser considerados 
como recorrentes da comunidade microbiana da Antártica, entretanto muito mais 
estudosse fazem necessários para se compreender e se conhecer melhor sobre essa 
diversidade, ainda tão pouco explorada. 
 
5.1.1 Os macro-organismos e a diversidade bacteriana 
A Tabela 1 relaciona os gêneros e o número de isolados recuperados dos macro 
organismos marinhos coletados na Illa Rei George, Antártica, pertencentes a cada filo. 
O número total de bactérias na Tabela 1 corresponde a 142 bactérias, pois as bactérias 
oriundas da coleta de osso de baleia não foram consideradas na avaliação da diversidade 
bacteriana associada a macro-organismos marinhos. Foram isoladas e identificadas do 
osso de baleia 3 bactérias do gênero Pseudomonas, contabilizando um total de 145 
isolados identificados.  Analisando os dados observou-se que o maior número e 
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diversidade de isolados foi oriundo de algas (Tabela 1, Amostra PP). Observou-se 
também que dentre os isolados de algas, os filos de maior abundância foram 
Proteobacteria, Actinobacteria e Firmicutes, com 25, 7 e 4 isolados, respectivamente. 
As algas marinhas secretam substâncias ricas em carbono e energia propiciando 
condições para as bactérias se instalarem na sua superfície, podendo formar comunidade 
microbianas complexas. Essas comunidades podem ser tão complexas que não são 
compostas apenas por bactérias, mas também fungos, protozoários, esporos e larvas de 
invertebrados marinhos (Lachnit et al., 2009, 2011; Goecke et al., 2010; Burke et al., 
2011) apud (Singh & Reddy, 2015). 
As interações entre algas marinhas e bactérias são importantes para o crescimento e 
desenvolvimento de ambas. Os grupos de bactérias mais abundantes nas superfícies de 
algas marinhas são Proteobacteria e Firmicutes. Essa abundância pode ser explicada 
pelo fato deles conseguirem suportar as diversas condições de estresse, serem 
extremamente eficientes no processo de crescimento, competição, otimização e 
conversão dos recursos disponíveis nas superfícies das algas para o crescimento e 
desenvolvimento de suas espécies (Signh & Reddy, 2015). 
Segundo Singh & Reddy (2015), a diversidade da comunidade microbiana dessas 
interações não varia apenas entre as espécies, mas varia também temporalmente. Isso 
pode ser compreendido por estudos que mostraram espécies diferentes de algas, mas 
com o mesmo nicho ecológico e que abrigavam a mesma comunidade microbiana 
enquanto que as mesmas espécies de algas, mas em posições geográficas diferentes 
apresentaram associações com comunidades microbianas distintas. Por isso, apesar de 
muitos estudos revelarem como dominante a abundância de Proteobacteria e 
Firmicutes, não foi possível padronizar quais Filos são predominantes nas associações 
entre algas e micro-organismos. Além disso, há também registros na literatura que 
mostram essas variações da diversidade bacteriana, pois existem estudos que citam 
como predominantes os filos Proteobacteria e Actinobacteria, outros Proteobacteria e 
Bacteroidetes, outros ainda Proteobacteria e Planctomycetes (Signh & Reddy, 2015). 
Uma nova espécie de Bacteroidetes, Algitalea ulvae sp. nov, foi isolada de alga 
verde Ulva pertusa (Yoon, Adachi, Kasai, 2015). Outra ocorrência desse filo pode ser 
observada na associação de Flavobacterium ahnfeltiae sp. nov. isolada de alga marinha 
vermelha Ahnfeltia tobuchiensis essa bactéria é capaz de degradar polissacarídeos de 
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algas marrons e vermelhas (Nedashkovskaya et al., 2014). Muitos outros exemplos de 
ocorrência e abundância de Bacteroidetes em algas marinhas podem ser citados. 
A ausência do Filo Bacteroidetes nesse estudo pode ter sido um fato atípico, pois 
esse Filo pertence a família Flavobacteriacea que está amplamente distribuída e 
encontrada na superfície de algas marinhas verdes. Embora a predominância dos 
isolados de algas desse estudo (Tabela 1, amostra PP) pertença aos Filos Proteobacteria 
e Actinobacteria e não ao Filo Bacteroidetes esse resultado pode ser compreendido 
devido à dificuldade de isolar membros dessa família por método cultura-dependente 
(0’Sullivan et al., 2006) apud Yoon et al., (2015). Sendo assim fica evidente que a 
ausência de Bacteroidetes oriundos de algas marinhas nesse estudo não é argumento 
para eliminar a possibilidade de ocorrência desses micro-organismos em associações 
com algas marinhas da ilha de Rei George, Baía Almirantado, Antártica. 
As diferenças dessa diversidade na comunidade microbiana citadas acima podem ser 
explicadas pela variação da sazonalidade que influencia diretamente a diversidade de 
microbiana e pelas habilidades próprias de cada espécie em serem boas competidoras, 
inclusive com aquelas já instauradas nas superfícies das algas. Outro aspecto também 
importante para essas diferenças seria a composição dos produtos metabólicos 
excretados pelas algas, pois eles causam estresses que podem selecionar apenas 
bactérias capazes de sobreviver e se desenvolver em determinadas condições (Sing & 
Reddy, 2015). 
Deve-se observar que além das diferenças citadas acima, existem vários outros 
fatores e mecanismos ainda pouco conhecidos sobre as associações entre as algas e as 
comunidades microbianas que nelas se instauram. Por isso, seriam necessários mais 
estudos e investigações nessa área para uma melhor compreensão dessas associações. 
Analisando os isolados oriundos de ouriço-do-mar (Tabela 1, Amostra OUR) 
constatou-se que foi isolada apenas uma bactéria do gênero Pseudomonas. Esse 
resultado pode ser compreendido pelo fato deste gênero ser composto por bactérias 
encontradas em diversos ambientes, inclusive componentes da flora de vários animais 
marinhos (Beleneva et al., 2015). Ouriço-do-mar da espécie Lytechinus varyegatus 
apresenta em sua flora intestinal 39 gêneros diferentes de micro-organismos, mas os 
predominantes são Vibrio e Pseudomonas (Nelson et al., 2010). Essa informação 
permite inferir que a linhagem de Pseudomonas isolada do ouriço-do-mar desse 
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trabalho pode ser uma bactéria componente da flora desse invertebrado marinho, mas 
para se confirmar essa informação serão necessários estudos complementares. 
Os isolados de esponja (Tabela 1, Amostra ESP) foram identificados como 
pertencentes ao Filo Proteobacteria (7 isolados) e Firmicutes (6 isolados). As esponjas 
marinhas são elementos fundamentais para a comunidade bentônica mundial. 
Conhecidas pela enorme quantidade de micro-organismos associados à elas, estima-se 
que 35% da biomassa da esponja é composta por micro-organismos associados. 
Esponjas marinhas e seus micro-organismos apresentam intensa atividade metabólica e 
produzem compostos biologicamente ativos com aplicações farmacêuticas. Os micro-
organismos associados às esponjas mais abundantes pertencem aos Filos Proteobateria, 
Chloroflexi, Actinobacteria, Firmicutes, Acidobacteria, Cyanobacteria, Nitrospirae e 
Poribacteria (Hentschel et al., 2012; Simister et al., 2012). 
A diversidade de comunidades microbianas e suas associações com esponjas 
marinhas é uma das interações mais bem compreendidas, entretantoainda há muito que 
se estudar. Dentre o filo Proteobacteria a associação de esponjas com Psychrobacter 
não é um fato desconhecido, pois esse gênero tem sido isolado de diversas espécies de 
esponjas marinhas, porém é uma descoberta recente e ainda pouco se conhece sobre 
essa interação e seus possíveis benefícios ou prejuízos. 
Foi identificado que uma linhagem de Psychrobacter sp. isolada de esponja marinha 
Stellata sp. produz atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus e Escherichia 
coli (Li et al., 2008; 2009). Essa descoberta foi relevante, porém ainda são poucas as 
informações sobre os compostos antimicrobianos ativos e não há relatos sobre o 
potencial antiviral desse gênero. Por isso analisar a atividade anti-herpética dos isolados 
de Psychrobacter nesse estudo foi uma prioridade.  
Os filos oriundos de ascídia foram Proteobacteria, Firmicutes e Bacteroidetes, com 
8, 4 e 1 isolado, respectivamente (Tabela 1, Amostra ASC), sendo possível observar que 
a maior abundância ocorreu no filo Proteobacteria. 
As ascídias são animais invertebrados marinhos, podendo estar solitários ou em 
formações de colônias, apresentando diversas formas e cores. Elas apresentam 
compostos metabólicos com diversas aplicações biotecnológicas, inclusive de interesse 
farmacológico, mas ainda muito pouco se conhece sobre a diversidade microbiana 
associada a esses invertebrados (Ruppert et al., 2005). A compreensão desse assunto é 
fundamental, visto que a maioria dos compostos de interesses industriais produzidos 
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pelas ascídias não são oriundos dos invertebrados, mas sim dos micro-organismos 
associados a eles (Schimidt, 2014). 
Estudos realizados por meio de método dependente e independente de cultura 
permitiram a descrição de bactérias do filo Firmucites e Alpha-Proteobacteria como 
predominantesem associações com as ascídias Molgula manhattensis, Botryllus 
schlosseri, Didemnum sp. e Botrylloides (Tait et al., 2007). O gênero 
Pseudoalteromonas, descrito nesse trabalho, também foi identificado oriundo de ascídia 
da espécie Halocynthia aurantium, localizada na região litorânea de Peter, Japão. Os 
gêneros mais abundantes associados com essa ascídia são Pseudolatermonas e Bacillus, 
sendo Pseudoaltermonas o mais abundante (Romanenko et al., 2001). 
O maior número de isolados em ascídia foi Pyschrobacter. Esse resultado não foi 
inesperado, pois uma espécie nova, Psychrobacter marincola sp.nov. foi isolada de 
ascídia da espécie Polysyncraton sp. (Romanenko et al., 2002). É possível que a 
ocorrência de Pseudomonas associadas à ascídias seja um fato recorrente, pois há 
relatos das Pseudomonas xanthomarina e Pseudomonas saccherophilia terem sido 
isoladas de ascídia (Romanenko et al., 2005; Schuett et al., 2005;).  
Até o presente momento os gêneros Marinilactibacillus e Carnobacterium, oriundos 
de ascídia nesse estudo, não foram identificados pela literatura como micro-organismos 
isolados de ascídias. 
Apenas um isolado do gênero Thalassomonas foi identificado. As bactérias desse 
gênero podem ser isoladas de águas, sedimentos e animais marinhos (Thalassomonas 
actiniarum e Thalassomonas haliotis), mas não há registros sobre a ocorrência dessas 
em ascídias. 
Marinilactibacillus é um gênero recentemente descrito (Ishikawa et al., 2003), o qual 
possui apenas duas espécies descritas; Marinilactibacillus piezotolerans (Toffinn et al., 
2005) e Marinilactibacillus pyschrotolerans (Ishikawa et al., 2003), isoladas de 
sedimentos marinhos e animais marinhos vivos e em decomposição, respectivamente. 
Carnobacterium é um gênero recorrente em ambientes frios como o continente 
Antártica e várias espécies novas são oriundas desse continente como Carnobacterium 
alterfunditum, C. funditum, C. iners (Franzmann et al.,1993; Snauwaert et al., 2013), 
mas nenhuma bactéria dessa espécie foi isolada de ascídia. Sendo assim, esse estudo 
possivelmente representa o primeiro relato desse gênero em ascídia oriunda do 
continente Antártico. 
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Ainda pouco se conhece sobre a diversidade microbiana associada a macro-
organismos, especialmente invertebrados marinhos. Na literatura não é recorrente a 
presença do Filo Bacteroidetes associados às ascídias. Apesar de ser um fato atípico, é 
possível encontrar a presença de Reichenbachia agariperforans associada com a ascídia 
Cystodytes dellechiaje. Essas ascidias são tunicatos coloniais bentônicos e estão 
distribuídas nos Oceanos Atlântico, Pacífico, índico e Mar mediterrâneo (Garcia et al., 
2007). Embora não se conheça a espécie de ascídia desse trabalho foi identificada a 
presença de Zobellia sp. associada a ela, isso é um resultado novo, pois não se encontra 
na literatura estudos sobre essa associação. 
As bactérias isoladas de salpas desse estudo são pertencentes a um único filo, 
Proteobacteria (Tabela 1, Amostra SAP). As salpas são tunicatos pelágicos e membros 
bastante comuns da diversidade de zooplancton de ambientes polares. Esses animais se 
alimentam por filtração e diatomáceas são majoritárias na sua dieta (Harbou et al., 
2011). Salpas são capazes de filtrar cianobactérias, e outras micropartículas (Shuterland 
et al., 2010). 
A ocorrência de Pseudomonas, Psychrobacter, Marinomonas e Enterobacter 
oriundas da salpa, pode ser devido a incorporação dessas bactérias pelo mecanismo de 
filtração do animal. Outra possibilidade é dessas bactérias estarem associadas com 
outros elementos da alimentação da salpa. Psychrobacter vallis e Psychrobacter 
aquaticus foram isolados de amostras de cianobactérias em diferentes corpos d’água na 
região Antártica (Shivaji et al., 2005). Isso pode explicar a ocorrência de Psychrobacter 
oriundas de salpa nesse estudo. Nenhum registro foi encontrado sobre a identificação de 
bactérias do gênero Pseudomonas, Marinomonas e Enterobacter associadas a salpa, 
portanto, este estudo traz esta novidade sobre a comunidade bacteriana de salpas. 
 
5.1.2 Principais características dos gêneros de bactérias identificados 
Nesse estudo, o Filo Proteobacteria é representado por 12 gêneros dos quais o mais 
abundante foi o Psychrobacter com 39 isolados identificados seguido do gênero 
Pseudomonas com 16 isolados identificados. Desse modo dois gêneros foram 
selecionados para os estudos do potencial antiviral. Além disso, há relatos na literatura 
demonstrando o potencial biotecnológico destes gêneros tais como atividade 
antimicrobiana (Fondi et al., 2014) e atividade enzimática (Gratia et al., 2009). 
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O gênero Marinobacter pertence a classe Gammaproteobacteria, foi descrito em 
1992 por Gauthier e colaboradores. Bactérias desse gênero são Gram-negativas e a 
morfologia das células é do tipo bacilo, extremamente tolerante às elevadas 
concentrações salinas e potenciais degradadoras de hidrocarbonetos. A primeira bactéria 
descrita desse novo gênero foi isolada de água do mar mediterrâneo, próxima a uma 
refinaria de petróleo (LIU et al., 2012). No presente estudo foram recuperados seis 
isolados de Marinobacter, todos a partir de sedimentos marinhos (Tabela 1). No estudo 
realizado por Liu e colaboradores (2012) também foram coletadas amostras de 
sedimentos de uma região da costa Antártica na Larsemann Hills (Terra Princesa 
Elizabeth, Leste da Antartica; 69u2291899 S, 76u2292799 E), onde uma nova espécie 
de Marinobacter, denominada de Marinobacter antarcticus, foi descrita. Isso mostra 
que esse gênero ocorre no continente Antártico e embora o número de isolados nesse 
trabalho sejam de poucos representantes foi possível confirmar a presença desse gênero 
na diversidade microbiana do continente Antártico. 
O gênero Marinomas foi descrito em 1984 por Landschoot e De Ley. São bactérias 
Gram negativas, com morfologia de bastonetes, capazes de utilizar glicerol e lactato 
como fonte de carbono (Gupta et al., 2006). Esse gênero produz L-amino-ácido oxidase, 
uma proteína que apesar de apresentarem estrutura química similar elas diferem na 
função biológica. Essas proteínas são flavoproteínas diméricas, mas é possível 
encontrar, em menor frequência, flavoproteínas monoméricas. Essas proteínas podem 
ser utilizadas como biosensores na indústria alimentícia, catalisadores de processos de 
biotransformação, separação de enantiomeros, anti-tumor e biofertilizante. Bactérias 
Marinomonas mediterrânea produzem essa enzima com função biológica 
antimicrobiana (Hossain et al., 2014). 
Duas espécies novas foram isoladas de ambientes frios, semelhante ao continente 
Antartica, Marinomonas arctica e Marinomonas polaris. 
Marinomonas artica foi isolada de amostras de gelo marinho da bacia canadense no 
Oceano ártico (78º 23’ 14’’N 149 º 06 ‘ 55’’ W). As bactérias dessa espécie são 
pscicrotolerantes, morfologia da colônia é de bastonetes e não pigmentadas, crescem 
entre 0-37ºC, mas a temperatura óptima é entre 25-27ºC, crescem em pH entre 6-9, são 
aeróbicas e produtoras de catalase e citocromo-oxidase (Zhang et al., 2008). 
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Marinomas polaris foi isolada de água marinha da Ilha Kerguelen, subantártica (50º 
40’S 68º 25’E). São bactérias Gram negativas, crescem entre 4-37ºC, formam colônias 
não pigmentadas (Gupta et al., 2006). 
Sobre Marinomonas polaris não existem estudos publicados, até o presente 
momento, relatando possíveis aplicações biotecnológicas e compostos bioativos de 
interesse farmacológicos. Uma patente criada por PARK J K; HWANG Y J; KOO B G; 
et al., (2015) identificou uma nova linhagem de Marinomonas arctica capaz de degradar 
proteínas, resíduos de animais e purificar águas contaminadas. 
O gênero Stenothrophomonas foi descrito em 1993 por Palleroni & Bradbary. Essas 
bactérias podem ser encontradas em solos, ambientes aquáticos, ambientes extremos, 
associadas com plantas e em ambientes hospitalares. Apresentam considerável 
importância ecológica, pois auxiliam as plantas no controle de infestações por fungos. 
Também podem ser utilizadas para processos de biorremediação (Binks et al., 2005) 
apud Wolf et al., (2002). As diferentes espécies de Stenothrohomonas apresentam 
diferentes capacidades halotolerantes e diferentes temperaturas ótimas de crescimento 
(Wolf et al., 2002). 
Coletas de sedimentos do solo da região leste da Antártica mostraram a presença de 
Stenotrophomonas rhizophila (Tomova et al., 2014). Nesse estudo os isolados 
identificados desse gênero foram isolados de algas, isso é uma informação nova, visto 
que ainda não há relatos sobre associações desse micro-organismos com algas marinhas 
na Antártica. Relatos na literatura sobre esse gênero revelam seu potencial de 
biorremediação, porém nenhuma informação sobre o potencial antiviral das espécies foi 
encontrada. O gênero Sulfitobacter foi descrito por Sorokin em 1996, atualmente 
existem 15 espécies descritas. Esse gênero é abundante em ambientes marinhos e 
associações com bactérias isoladas do fitoplâncton da Antartica (Ghiglione et al., 2012; 
Ghiglione and Murray 2012; Jamieson et al., 2012) apud Zeng et al., (2014). Os três 
isolados desse estudo são dois oriundos de algas e um de sedimento.  
A aplicação biotecnológica de Sulfitobacter foi recentemente relatada Romanenko e 
coalboradores (2013). O estudo revelou a atividade antimicrobiana contra Candida 
albicans e Escherichia faecium (Romanenko et al., 2013). Atualmente existem 9 
espécies descritas do gênero Thalassomonas, as quais são encontradas em ambientes 
marinhos e associadas a macro-invertebrados marinhos. O potencial biotecnológico 
desse gênero é pouco explorado, mas elas apresentam atividade degradadora de ágar 
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(Ohta et al., 2005). Nesse estudo foi identificado apenas 1 isolado do gênero 
Thalassomonas obtido de da amostra de ascídia. Antes de 1995 Pseudoalteromonas era 
classificado como pertencente ao gênero Alteromonas, após um estudo filogenético 
Gauthier e colaboradores (1995) dividiram o gênero em Pseudoalteromonas e 
Alteromonas. No ano de 1997 Bonzal e colaboradores descreveram uma nova espécie, 
Pseudoalteromonas antartica, isolada de sedimentos da baia de Almirantado, Ilha do 
Rei George. Pseudoalteromonas antartica são bactérias Gram negativas, não 
pigmentadas que crescem a temperaturas entre 4ºC a 30ºC e pH entre 6 a 9,5 (Bozal, et 
al., 1997). 
Um estudo intitulado de “Microorganisms bleonging to Pseudoalteronomas genus, 
useful as agente antiviral against phatogen viroses that produce infectious diseases in 
marine crustaceans” gerou uma patente de número JP3143675-B1; JP2001224363-A. 
Essa informação indica que Pseudoalteromonas são micro-organismos produtores de 
compostos bioativos antivirais. 
Outro estudo realizado por Al-Nahas e colaboradores (2011) avaliaram a produção 
de um exopolissacarídeo (EPS) como agente antiviral contra o herpes vírus simples tipo 
1 (HSV-1) de uma Pseudoalteromonas sp. isolada de esponja marinha e obtiveram 
resultado positivo. Ainda é necessário aprofundar mais os estudos sobre as 
características químicas do EPS, mas é uma evidência de que esse gênero pode produzir 
compostos bioativos no combate ao HSV-1. 
Shewanella é um gênero ubíquo descrito por MacDonell and Colwell (1986), 
encontrado em ambientes marinhos, vertebrados e invertebrados marinhos, amostras 
clínicas, fluidos de campos petrolíferos, lodo ativado, gelo da Antártica entre outros 
ambientes. Shewanella arctica, isolada de sedimento da Antártica e descrita por Kim et 
al., (2012), é uma espécie psicrotolerante que cresce entre 4 ºC a 28 ºC, mas a 
temperatura ideal para ele é de 20ºC, pH de crescimento entre 4,5 a 9 são redutoras de 
ferro. Não há na literatura, até o presente momento, registros de compostos bioativos 
com propriedades antivirais derivados desse gênero, mas Shewanella algae mostrou ter 
um potencial antimicrobiano contra E. coli (MTCC 40), E. cloacae, P. vulgaris (MTCC 
426), S. typhii (MTCC 98), Vibribo sp (RACHANAMOL et al., 2014). O filo 
Firmicutes é representado por 5 gêneros distintos; Planococcus, Bacillus, 
Carnobacterium, Marinilactibacillus e Staphylococcus. No Tabela 1 é possível observar 
o número de isolados de cada gênero obtidos neste estudo. 
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O gênero Marinilactibacillus é um gênero relativamente novo, isolado de 
organismos marinhos, descrito em 2003 por Ishikawa e colaboradores. As bactérias 
desse gênero são produtoras de ácido láctico, Gram positivas, psicrotolerantes, 
apresentam um bom crescimento em temperaturas entre 1 ºC a 8 ºC, com crescimento 
ótimo para temperaturas entre 37 - 40ºC, a temperatura máxima que suportam é de 45 
ºC (ISHIKAWA, 2003). Atualmente esse gênero apresenta apenas 2 espécies descritas; 
Marinilactibacillus piezotolerans (Tofin et al., 2005) e Marinilactibacillus 
psychrotolerans (Ishikawa et al., 2003). Ambas as espécies foram isoladas de ambientes 
marinho, indicando que podem ser endêmicas de ambientes marinhos. 
Até o presente momento não se encontra na literatura científica estudos que revelam 
o potencial antiviral dessas espécies. Embora poucos estudos com possíveis aplicações 
biotecnológicas tenham sido divulgados com esse gênero, isso não elimina a 
possibilidade de apresentar bioativos com relevância farmacêutica.  
Carnobacterium é um gênero que apresenta 9 espécies descritas, são produtores de 
ácido láctico e de bastante interesse na indústria alimentícia. São isolados de ambientes 
frios, tolerantes ao congelamento, crescem a baixas temperaturas e são capazes de 
suportar elevadas condições de pressão (Leisner, 2007). 
Em 1991 foram descritas duas novas espécies, Carnobacterium funditum e 
Carnobacterium alterfunditum, isoladas da água de Vestfold Hills, Antartica. Essas 
bactérias são Gram positivas, produtoras de ácido láctico, psicotróficas, não crescem na 
temperatura de 30 ºC, quando submetidas a temperaturas de 20 ºC crescem melhor em 
condições anaeróbicas do que aeróbicas (Franzmann., Weiss, Tindall, 1991). Não há 
relatos na literatura a respeito de compostos bioativos com propriedades antivirais 
produzidos por espécimes desse gênero. 
O filo Bacteroidetes foi o menos abundante, dentre os isolados, com apenas 4 
isolados; 3 do gênero Zobellia, sendo 2 isolados de sedimento marinho e 1 de Ascídia, e 
1 do gênero Algoriphagus que foi isolado de sedimento marinho.  
O gênero Zobellia foi descrito em 2001 por Barbeyron e colaboradores. São 
bactérias Gram negativas, encontradas em ambientes marinhos, formam colônias de 
coloração amarelo-laranja, crescem entre 4 ºC a 35 ºC, são capazes de degradar ágar. Na 
literatura a aplicação biotecnológica de compostos desse gênero é apenas na degradação 
de ágar e carragenina (Hatada et al., 2011).  
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O gênero Algoriphagus foi descrito em 2003 por Bowman e colaboradores, isolado 
de gelos marinhos e lagos salinos. A espécie Algoriphagus antarcticus foi isolada dos 
Lagos Reid, Fryxell e Ace, Antártica e identificada por Van Trapen e colaboradores 
(2004). As bactérias dessa espécie são Gram negativas, quimioheterotróficas, 
pscicrofílicas, aeróbicas, as colônias apresentam coloração laranja avermelhado, 
crescem em temperaturas entre 5 - 25ºC e temperatura ótima em 20 ºC (Trapen et al., 
2004). 
Algoriphagus antarcticus, foi isolada de amostras do solo na ilha de Rei George, 
Antarctica, produzem proteases extracelulares que podem ser de interesse 
biotecnológico nas indústrias alimentícias, têxtil, na produção de detergentes e na 
biorremediação (incluir referências). Atualmente esse é o único indício de compostos 
bioativos descrito para o gênero. O filo Actinobacteria foi o terceiro filo com maior 
número de isolados neste estudo. Esse filo é de grande importância para a saúde pública 
e indústria farmacêutica, pois 70 % dos compostos naturais de uso clínico 
comercializados atualmente são derivados de bactérias pertecentes a esse filo. Os 
gêneros que apresentam maior potencial de produtos naturais comercializados são 
Actinomadura, Actinoplanes, Amycolatopsis, Marinispora, Micromonospora, 
Nocardiopsis, Saccharopolyspora, Salinispora, Streptomyces e Verrucosispora. Dentre 
esses Streptomyces é o que apresenta maior número de produtos naturais (Manivasagan 
et al., 2014). 
Actinobactérias marinhas são largamente distribuídas, encontradas nas águas 
costeiras, sedimentos marinhos, associadas com peixes, algas, moluscos e esponjas, e 
também em ambientes como o mangue. Actinobactérias oriundas de ambientes 
marinhos e de ambientes extremos como Antártica ainda são pouco exploradas quando 
comparadas com as de ambientes terrestres. Uma análise geográfica da origem dos 
compostos ativos de Actinobacterias mostra que 67% são provenientes da Austrália, 
Caribe, Mediterrâneo, Japão, Oceano Pacífico Ocidental e Oceano Índico (Blunt et al., 
2007) apud Manivasagam et al., (2013). Isso mostra que os estudos envolvendo 
bactérias isoladas da Antártica são fundamentais, pois além das condições a que estão 
submetidas serem diferentes, muito pouco se conhecesse sobre sua microbiota, o que 
aumenta a possibilidade de descobrir novos compostos biologicamente ativos. 
Esse filo apresenta compostos biologicamente ativos de estruturas variadas como: 
alcaloides, terpenóides, quinonas, macrolideos, indol, metilpiramidina, sisomicina, 
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éster, triazolpiramidina, metilpiramidina, entre outros. Todas essas variedades 
estruturais dos compostos químicos também apresentam diferentes aplicações como 
atividade antimicrobiana, anticâncer, antitumor, antiviral, anti-inflamaótria e antimalária 
(Manivasagan et al., 2014). 
Apesar dessas descobertas mostrarem que as estruturas dos compostos naturais de 
actinobacterias marinhas diferem das terrestres e que apresentam bastante aplicações 
farmacológicas, ainda são poucos compostos isolados e identificados que apresentam 
atividade antiviral. Por isso é de suma importância investigar cada vez mais o potencial 
dessas bactérias na produção de compostos antivirais.  
Após identificar e agregar os isolados de acordo com os Filos e gêneros 
pertencentes, foram realizadas as análises filogenéticas com sequências de isolados do 
mesmo gênero para aumentar a resolução da análise na identificação dos isolados.  
A seguir foram selecionados os gêneros considerados de maior interesse para a 
investigação do potencial antiviral. É necessário saber que os isolados identificados 
como pertencentes ao gênero Enterobacter (10 isolados), Staphylococcus (5 isolados) e 
Escherichia (4 isolados) foram desconsiderados para a produção dos extratos 
microbianos, visto que esses não eram de interesse do estudo. 
A seleção dos gêneros para a investigação antiviral foi baseada em um levantamento 
bibliográfico, onde foi possível identificar os gêneros que apresentavam o maior 
potencial com aplicações farmacológicas. 
De acordo com esses dados obtidos, foram selecionados os gêneros Psychrobacter, 
Pseudoalteromonas, Pseudomonas, Planococcus, Brevibacterium, Bacillus, Kocuria, 
Salinibacterium, Arthrobacter e Rodhococcus para análise filogenética, produção de 
extratos microbianos e ensaio antiviral. 
 
5.1.3 Identificação dos isolados bacterianos por análise filogenética do gene RNA 
ribossomal 16S 
Visando conhecer a identidade dos isolados foram obtidas sequências do gene RNA 
ribossomal 16S após a amplificação e sequenciamento para inferência filogenética e 
seleção dos isolados para o ensaio antiviral. Cabe ressaltar que buscou-se obter o maior 
número possível de pares de bases, porém os tamanhos dos fragmentos de DNA 
sequenciados variaram entre 1.100 a 1.300 (pb), sendo assim, o cutoff dos fragmentos 
analisados foi de 1.000 pb. 
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5.1.3.1 Gênero Psychrobacter 
O gênero Psychrobacter pertence à Família Moraxellaceae, Ordem Pseudomonales, 
Classe Gammaproteobacteria. São bactérias Gram-negativas, osmotolerantes, 
piscicrofílicas ou piscicrotolerantes; suas células apresentam-se na forma de cocos ou 
bastonetes curtos, estritamente aeróbio, sem capacidade de locomoção, capazes de 
crescer entre 10 - 42 ºC e são isolados de águas frias, profundezas e geleiras (Junni , 
Heym, 1986). Esse gênero é endêmico de regiões salinas frias. Muitas espécies novas 
foram e ainda têm sido descritas, pelo fato de regiões extremas como o ambiente 
Antártico ser pouco estudado, por outro lado, também muito pouco se conhece sobre o 
potencial biotecnológico desse gênero. 
A análise filogenética (Figura 6) indicou que os isolados ANT 08, ANT 13, ANT, 
ANT 31, ANT 36, ANT 51, ANT 71, ANT 75, ANT 78, ANT 79, ANT 83, ANT 84, 
ANT 106, ANT 109, ANT 110 ANT 117, ANT 121, e ANT 123 provavelmente 
pertencem a mesma espécie, identificada como Psychrobacter cibarius. 
Psychrobacter cibarius é uma espécie que foi descrita por Jung et al., (2005). Essa 
espécie foi isolada de uma culinária coreana tradicional que utiliza diversos frutos do 
mar fermentados. Também foi encontrada no trato digestivo de peixe da espécie Salmo 
Salar L (Ringo et al., 2008). Há poucas referências sobre essa espécie e até o presente 
momento não existe nenhuma evidência do potencial de bioprospecção para 
Psycrhobacter cibarius, por isso investigar o potencial antiviral dessa espécie pode 
aumentar a probabilidade de se identificar e isolar novos compostos bioativos. 
Os isolados ANT 29 e ANT 86 provavelmente devem pertencer à espécie 
identificada como Psychrobacter fozii (Figura 6). Psychrobacter fozii foi isolada do 
ambiente Antártico e descrito por Bozal et al., (2003). Ainda não há relatos sobre os 
possíveis potenciais de bioprospecção dessa espécie. 
O isolado ANT 14 foi identificado como um Psychrobacter maritimus (Figura 6). 
Essa espécie foi isolada do gelo e de sedimentos do mar do Japão, descrita por 
Romanenko e colaboradores (2005). Representantes desta espécie são conhecidos como 
produtores de polissacarídeos, os quais desempenham diferentes funções e com 
aplicações diversas na indústria (Kondakova et al., 2012). 
Os isolados ANT 04, ANT 20, ANT 26, ANT 32, ANT 34, ANT 39, ANT 41, ANT 
73, ANT 93 e ANT 119 foram agrupados juntamente com as espécies Psychrobacter 
piscatorii e Pyschrobacter nivimaris, sendo então identificado como Psychrobacter sp.. 
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Enquanto que os isolados ANT 15, ANT 21 e ANT 24 agruparam com Psychrobacter 
aquimaris. Os isolados ANT 67 e ANT 97 não agruparam com nenhuma espécie na 
análise filogenética e, portanto, foram identificados como Pyschrobacter sp. (Figura 6). 
Alguns estudos revelam que o potencial biotecnológico do gênero está relacionado à 
produção de esterases (WU, G., et al., 2013) e de biossurfactante (Rizzo, et al., 2013). 
Não há relato na literatura sobre o potencial antiviral desse gênero, entretanto, o draft de 
3 genomas de bactérias pertencentes a este gênero, as quais foram isoladas de esponjas 
do continente Antártico, estão presentes genes relacionados atividade antimicrobiana 
contra a Burkholderia cepacia (Fondi, et al., 2013). Frente a pouca informação sobre 
seu potencial biotecnológico este gênero foi selecionado para investigar se os isolados 
representantes desse gênero produzem compostos bioativos para a inibição do herpes 
vírus simplex tipo 1 e do vírus BVDV. 
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Figura 6. Árvore filogenética baseada em análise de sequências do gene RNA 
ribossomal 16S de bactérias pertencentes ao gênero Psychrobacter isoladas da 
Antártica. Distâncias evolutivas baseadas no modelo de Kimura 2-p e construção da 
árvore pelo método Neigbor-Joining, com valores de bootstrap de 1000 repetições. 
 
5.1.3.1 Gênero Pseudomonas 
O gênero Pseudomonas pertence à família Pseudomonadaceae, ordem 
Pseudomonales, classe Gammaproteobacteria. São bactérias Gram-negativas e bacilares 
(Migula,1984). Esse gênero é frequentemente encontrado em diversos tipos de 
ambientes. 
A análise filogenética (Figura 7) permitiu a identificação de 16 isolados em nível de 
espécie. O isolado ANT 96 foi identificado como Pseudomonas pachastrellae. Essa 
espécie foi isolada de uma esponja marinha Pachastrella sp., coletada em 1991 do mar 
Philippiner a 750 metros de profundidade (Romanenko, at al, 2005). Os outros isolados, 
ANT 140 e ANT 152 agrupou com as espécies Pseudomonas antartica e Pseudomonas 
meridiana. Os demais isolados, ANT 05, ANT 07, ANT 54, ANT 102 e ANT 113, 
provavelmente são a mesma espécie e agrupam com as espécies P. marincola e P. 
segetis. Esses isolados agrupam com diferentes espécies de Pseudomonas e somente 
uma análise polifásica revelaria com mais acurácia a identificação em nível de espécie. 
Os isolados ANT 141, ANT 143, ANT 145, ANT 146, ANT 149 e ANT 150 foram 
identificados como Pseudomonas azotoformans.  Essa espécie foi isolada por Iizuka e 
Komagata (1963). Até o presente momento essa espécie não é conhecida por produzir 
compostos de interesse farmacológicos. 
Os isolados ANT 89, ANT 144, ANT 151, ANT 153 agruparam com as espécies 
Pseudomonas trivialis, Pseudomonas poae e Pseudomonas lurida, não sendo possível a 
identificação em nível de espécie desse isolado. 
O gênero Pseudomonas apresenta espécies patogênicas que podem causar prejuízos 
à saúde humana, por outro lado, representantes deste gênero produzem biossurfactantes, 
expolissacarídeos, alguns compostos antimicrobianos e até mesmo produção de 
polissacarídeos com potencial antiviral (Matsuda, 1988). Neste sentido, isolados 
pertencentes a este gênero foram selecionados neste estudo para produção de extratos 
brutos e ensaio de atividade antiviral. 
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Figura 7. Árvore filogenética baseada em análise de sequências do gene RNA 
ribossomal 16S de bactérias pertencentes ao gênero Pseudomonas isoladas da Antártica. 
Distâncias evolutivas baseadas no modelo de Kimura 2-p e construção da árvore pelo 
método Neigbor-Joining, com valores de bootstrap de 1000 repetições. 
 
5.1.3.1 Gênero Planococcus 
O gênero Planococcus pertence à família Planococcaceae, ordem Bacillales, classe 
Fimibacteria. As espécies são cocos Gram positivas e aeróbicas (Migula, 1894). Esse 
gênero é conhecido pela produção de pigmentos, compostos com propriedades 
antimicrobianas, produção de biossurfactantes, bioemulsificantes e produção de 
expolissacarídeos (Satpute, et al., 2010), porém não há relatos sobre a atividade antiviral 
dos seus membros 
Os isolados pertencentes a este gênero foram analisados filogeneticamente (Figura 
8). Os isolados ANT 12, ANT 33, ANT 35, ANT 55, ANT 56, ANT 63, ANT 82, ANT 
112 e ANT 114 são possivelmente a mesma espécie, porém não foi possível a 
identificação em nível de espécie. Entretanto, o isolado ANT 19 e foi identificado como 
Planococcus rifitiensis e o ANT 61 como Planococcus maritimus. 
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A espécie Planococcus rifietoensis foi isolada de uma alga em Campania, Itália e 
descrita por Romano e colaboradores em 2003. Membros desta espécie são produtores 
de proteases em diferentes condições de pH (Dang, et al., 2009) e, portanto, podem ser 
utilizados em diversos segmentos da indústria. 
Planococcus maritimus foi isolada da água do mar na Coréia, descrita por Yoon, 
J.H. et al., (2003). Essa espécie ainda é pouco estudada e, até o presente momento, não 
há registros sobre o seu potencial biotecnológico. 
 
 
 
Figura 8. Árvore filogenética baseada em análise de sequências do gene RNA 
ribossomal 16S de bactérias pertencentes ao gênero Planococcus isoladas da Antártica. 
Distâncias evolutivas baseadas no modelo de Kimura 2-p e construção da árvore pelo 
método Neigbor-Joining, com valores de bootstrap de 1000 repetições. 
 
5.1.3.4 Gênero Brevibacterium, Salinibacterium, Rhodococcus, Arthrobacter e 
Kocuria 
Membros do gênero Brevibacterium pertencem à Familia Brevibacteriaceae, Ordem 
Actimocycetales, Classe Actinobacteria. São bactérias Gram-positivas, frequentemente 
encontrada em solos, descrita por Breed em 1953. Esse gênero é conhecido pela sua 
utilização no processo de fermentação de alguns alimentos. 
Neste estudo foram recuperados dois isolados de Brevibacterium a partir de 
sedimento marinho (Tabela 1), os quais foram selecionados para avaliação da atividade 
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anti-herpética porque pertence a uma classe de micro-organismos que ocorre a maior 
incidência de produção de compostos naturais com aplicações farmacêuticas.  
Pela análise filogenética do gênero (Figura 9) mostrou que os dois isolados são 
provavelmente a mesma espécie e foram identificados como Brevibacterium lutescens. 
Essa espécie foi identificada por Wauters et al., (2003), isolada de amostras humanas 
(fluido peritoneal e líquido de infecção auricular) e também na preparação de peptona. 
Conhecimentos aprofundados a respeito dessa espécie ainda são escassos na literatura e 
não há evidências sobe as possíveis aplicações biotecnológicas, inclusive com interesse 
farmacológico.  
Salinibacterium é um gênero da Familia Microbacteriaceae; Ordem 
Actinomycetales; Classe Actinobacteria. São bactérias gram-positivas, aeróbicas, não 
formadora de esporos e geralmente encontradas em amostras de água do mar e de solos 
congelados (Shin et al., 2012). 
Descrito por Han et al., em 2003, esse é um gênero novo e as informações sobre o 
potencial de bioprospecção de suas espécies são poucas. Não há evidência alguma sobre 
a capacidade de produzirem metabólitos secundários com propriedades farmacêuticas. 
Apesar disso, sua classe é uma das maiores representantes de produtos naturais com 
propriedades farmacêuticas derivados de micro-organismos e por isso foram produzidos 
extratos microbianos para os ensaios antivirais. 
Na Figura 9 é possível observar a identificação taxonômica dos isolados ANT 122, 
ANT 90 e ANT 85. Os isolados provavelmente são da mesma espécie e pela análise 
filogenética eles foram identificados como Salinibacterium amurskyense. 
Apenas um isolado, ANT 80, da espécie Arthrobacter kerguelensis foi recuperada 
neste estudo (Figura 9). O gênero foi descrito em 1947 por Conn e Dimmick e pertence 
à Família Microcacceae, Ordem Actinomycetales, Classe Actinomycetes. São bactérias 
Gram positivas e frequentemente encontradas em solos. Atualmente foi realizada uma 
nova descoberta sobre um novo multidomínio da enzima xilanase derivada de um 
membro de Arthrobacter sp. (Zhou et al., 2015). Esta enzima tem diversas aplicações, 
dentre elas é capaz de conservar a biomassa e aumentar a qualidade dos alimentos, isso 
salienta a importância desse gênero para a bioprospecção em outros segmentos, além de 
atividades enzimáicas. 
Apenas um isolado do gênero Rhodococcus foi identificado. Pela análise 
filogenética o isolado ANT 103 foi identificado como pertencente ao gênero 
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Rhodococcus, com similaridade com as espécies Rhodococcus rhodnii e Rhodococcus 
nanhaeiensis. Atualmente a aplicação biotecnológica descrita por esse gênero não traz 
nenhuma informação sobre o potencial antiviral. 
Neste estudo apenas um isolado, ANT 59, foi identificado como pertencente à 
espécie Kocuria palustris (Figura 9). Este gênero descrito em 1995 por Stackbrandet e 
colaboradores. São bactérias Gram-positivas, da Familia Micrococaceae, Ordem 
Actinomycetales, Classe Actinomycetes.  
Apesar da baixa incidência desses gêneros e da pouca informação sobre produtos 
naturais derivados desses com aplicações farmacêuticas, optou-se por avaliá-los, por 
pertencerem ao grupo das actinobactérias, grupo conhecido como os mais promissores 
na produção de compostos ativos. 
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Figura 9. Árvore filogenética baseada em análise de sequências do gene RNA 
ribossomal 16S de bactérias pertencentes aos gêneros do Filo Actinobacteria isoladas da 
Antártica. Distâncias evolutivas baseadas no modelo de Kimura 2-p e construção da 
árvore pelo método Neigbor-Joining, com valores de bootstrap de 1000 repetições. 
 
5.1.3.5 Gênero Bacillus 
O gênero Bacillus foi descrito por Cohn em 1872, as bactérias são Gram-positivas, 
produtoras de endosporos, catalases e muitas enzimas de interesse industrial. Algumas 
espécies podem ser patogênicas e causam prejuízos para a saúde pública. Esse gênero 
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pertence à Família Bacillaceae, Ordem Bacillales, Classe Firmicutes. Na Figura 10 
encontra-se a análise filogenética dos isolados desse trabalho. 
De  acordo com a Figura 10 o isolado ANT 125 e ANT 25 são o mesmo indivíduo, 
mas para confirmar isso será necessário utilizara técnica de T-RFLP que permite ter 
uma maior diferenciação entre ambos. 
O isolado ANT 99 foi identificado como um Bacillus sp. Isso indica que é uma nova 
espécie de Bacillus. 
Esse gênero não é muito conhecido pela produção de antivirais, mas pelo fato de 
produzirem metabólitos secundários com aplicações biotecnológicas, o ANT 22 e ANT 
99 foram selecionados para avaliação da atividade antiviral. 
 
 
Figura 10. Árvore filogenética baseada em análise de sequências do gene RNA 
ribossomal 16S de bactérias pertencentes ao gênero Bacillus isoladas da Antártica. 
Distâncias evolutivas baseadas no modelo de Kimura 2-p e construção da árvore pelo 
método Neigbor-Joining, com valores de bootstrap de 1000 repetições. 
 
5.1.3.6 Gênero Pseudoalteromonas 
Esse gênero foi descrito em 1995 por Guthier et al., (1995). As bactérias podem ser 
pigmentadas ou não pigmentadas, são Gram negativas e tipicamente associadas com 
hospedeiros eucariontes. Elas podem ser isoladas de organismos marinhos como 
esponjas, algas, tunicatos, mexilhões e também podem ser isolados de águas marinhas 
(Isnansetyo & Kanei, 2003). 
 
 
 
67 
 
 
Figura 11. Árvore filogenética baseada em análise de sequências do gene RNA 
ribossomal 16S de bactérias pertencentes ao gênero Pseudoalteromonas isoladas da 
Antártica. Distâncias evolutivas baseadas no modelo de Kimura 2-p e construção da 
árvore pelo método Neigbor-Joining, com valores de bootstrap de 1000 repetições. 
 
Analisando a Figura 11, é possível que os isolados ANT 01, ANT 02, ANT 06, ANT 
44, ANT 45, ANT 46, ANT 52, ANT 76 e ANT 81 sejam da mesma espécie e pela 
análise filogenética eles foram identificados entre Pseudoalteromonas tetraodonis e 
Pseudoalteromonas issachenkonii. 
 
5.2 Ensaio antiviral 
A seleção dos isolados para avaliação a atividade anti-herpética foi baseada, 
principalmente, na abundância do gênero no ambiente estudado e relatos da literatura 
demonstrando o potencial biotecnológico em outros ambientes. Assim, foram 
produzidos 22 extratos brutos (Tabela 2) a partir do crescimento bacteriano de 
diferentes isolados para avaliação da atividade antiviral frente ao vírus HSV tipo 1 na 
concentração de 50 ng/µL para cada extrato (Tabela 3). Através de observação por 
microscopia óptica foi possível avaliar o efeito citopático do vírus na célula (Figura 10). 
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Tabela 2. Relação do rendimento final, em grama, da fase orgânica obtida a partir da 
extração líquido-líquido de cada isolado microbiano. 
Isolados Peso do frasco 
(g) 
Peso final (g) Rendimento (g) 
ANT 01 5,4281 5,4461 0,0180 
ANT 08 5,4424 5,4526 0,0102 
ANT 12 5,3483 5,3703 0,0220 
ANT 15 11,1010 11,1190 0,0180 
ANT 18 11,5288 11,5586 0,0298 
ANT 19 5,4001 5,4227 0,0226 
ANT 22 5,4332 5,4445 0,0113 
ANT 26 5,4608 5,4704 0,0096 
ANT 33 5,4202 5,4435 0,0233 
ANT 36 5,4998 5,5102 0,0104 
ANT 48 5,4489 5,4728 0,0239 
ANT 54 5,4255 5,4451 0,0196 
ANT 59 5,5380 5,5537 0,0157 
ANT 80 5,4894 5,5024 0,0130 
ANT 85 5,4055 5,4245 0,0190 
ANT 90 5,4553 5,4656 0,0103 
ANT 99 5,4135 5,4205 0,0070 
ANT 103 5,5443 5,5701 0,0258 
ANT 104 11,3879 11,4033 0,0154 
ANT 122 11,2550 11,2784 0,0234 
ANT 128 5,4247 5,4509 0,0262 
ANT 130 5,4387 5,4603 0,0216 
ANT 140 5,4511 5,4730 0,0219 
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Tabela 3. Avaliação da atividade anti-herpética frente ao vírus HSV tipo 1 dos extratos 
brutos obtidos dos isolados bacterianos. 
Origem do 
isolado 
Isolado Gênero (a) TV 
(b)Atividade 
anti-
herpética 
(c) PI 
(%) 
Sedimento ANT 01 Pseudoalteromonas sp. 5,5 5,5 0% 
Sedimento ANT 08 Psychrobacter cibarius 5,5 4,75 83% 
Sedimento ANT 12 Planococcus donghaensis 5,5 5,5 0% 
Ascídia ANT 15 Psychrobacter aquimaris 5,5 5,0 68% 
Sedimento ANT 18 Pseudoalteromonas sp. 5,5 5,5 0% 
Sedimento ANT 19 Planococcus rifitiensis 5,5 5,25 44% 
Alga ANT 22 Bacillus sp. 5,5 5,5 0 
Esponja ANT 26 Psychrobacter sp. 5,5 5,5 0 
Sedimento ANT 33 Planococcus donghaensis 4,25 4,25 0 
Sedimento ANT 36 Psychrobacter cibarius 5,5 4,75 83% 
Sedimento ANT 48 Brevibacterium lutescens 5,5 5,5 0 
Sedimento ANT 54 Pseudomonas marincola 5,5 5,25 44% 
Sedimento ANT 59 Kocuria palustres 5,5 5,0 68% 
Sedimento ANT 80 Arthrobacter sp. 5,5 4,5 90% 
Sedimento ANT 85 Salinibacterium sp. 5,5 5,5 0 
Alga ANT 90 Salinibacterium sp. 5,5 5,25 44% 
Sedimento ANT 99 Bacillus sp. 5,5 5,5 0% 
Sedimento ANT 103 Rhococcus sp. 5,5 5,25 44% 
Sedimento ANT 104 Brevibacterium sp. 5,5 4,5 90% 
Alga ANT 122 Salinibacterium sp. 5,5 5,0 68% 
Alga ANT 130 Saccharopolyspora sp. 5,5 5,25 44% 
Líquen ANT 140 Pseudomonas sp. 4,25 2 99% 
(a) TV: Titulação viral; (b) Atividade anti-herpética na concentração de 50 ng/ µl do extrato; (c) PI (%): 
Porcentagem de inibição do extrato. 
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Figura 12. Observação em microscopia óptica do efeito citopático do vírus HSV-1 na 
célula VERO. (a) monocamada de células VERO formada após 24 horas de incubação 
com Meio Mínimo Eagle e 10% de soro fetal bovino. (b) monocada de células VERO 
com alguns efeitos citopáticos ocasionados pelo inóculo do vírus HSV-1 após 24 h de 
incubação. (c) monocada de células VERO com efeito citopático lesionando toda a 
monocamada celular após 48 h de incubação com o vírus HSV-1. 
 
Como possível observar na Tabela 3 os extratos que apresentaram maior atividade 
de inibição viral foram: ANT 140 (99%), ANT 104 (90%), ANT 80 (90%). Esses 
extratos são oriundos de bactérias pertencentes aos gêneros Pseudomonas, 
Brevibacterium e Arthrobacter, respectivamente. 
Do total de 22 extratos microbianos avaliados (Tabela 3), três extratos apresentaram 
resultados promissores. Após o ensaio de efeito citopático dos extratos foi realizado o 
índice de seletividade para avaliar se os compostos eram seguros para a célula. 
Embora tenham sido avaliados seis isolados de Psychrobacter, apenas o extrato do 
isolado ANT 36 (Psychrobacter cibarius) apresentou maior Porcentagem de Inibição do 
vírus HSV-1, mas ainda assim não foi o suficiente para ser considerado um extrato 
ativo. Contudo esse resultado não elimina a possibilidade desse gênero produzir 
compostos biologicamente ativos, pois como descrito anteriormente, há relato na 
literatura sobre o draft do genoma de Psychrobacter evidenciando genes para a 
produção de antivirais. 
Até o presente momento a atividade antiviral do gênero Brevibacterium e 
Arthrobacter não tem sido reladata. Esse estudo avaliou o potencial antiviral desses 
gêneros com a pretensão de produzir algum resultado inédito, porém esse fato não foi 
possível pois ambos os extratos microbinos oriundos desses gêneros apresentaram 
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índice de seletividade menor do que 4, e isso não é o suficiente para considerar o extrato 
como ativo. 
Dentre esses quatro gêneros, Pseudomonas apresenta registros que evidenciam seu 
potencial de bom produtor de compostos antivirais. Isso pode explicar o excelente 
resultado do ensaio antiviral do extrato ANT 140, identificado como Pseudomonas sp., 
que apresentou 99% de inibição do HSV-1.  
Em relação aos extratos que não apresentaram atividade anti-herpética, é possível 
que eles sejam gêneros que não produzem compostos com propriedades farmacêuticas 
ou as condições que foram submetidos não foram adequadas, pois algumas bactérias 
produzem compostos químicos quando crescem em ágar, mas quando em meio líquido 
perdem essa propriedade (Kanagasabhapathy, 2008). 
Os extratos microbianos também foram testados contra o vírus BDVD e os 
resultados podem ser observados na Tabela 4. 
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Tabela 4. Avaliação da atividade antiviral do vírus BVDV dos extratos brutos obtidos 
dos isolados bacterianos. 
 
Isolados TV (Título Viral) Ação dos Extratos 
(50 ng/µl) 
Inibição % 
ANT 01 4,75 4,5 44% 
ANT 08 4,0 3,75 44% 
ANT 12 4,0 3,5 68% 
ANT 15 4,75 4,75 0% 
ANT 18 4,75 4,75 0% 
ANT 19 4,0 4,0 0% 
ANT 22 4,0 3,5 68% 
ANT 26 4,0 3,5 68% 
ANT 36 4,5 4,5 0% 
ANT 48 5,0 5,0 0 
ANT 54 4,75 4,75 0% 
ANT 59 4,75 4,75 0% 
ANT 80 4,5 4,5 0% 
ANT 85 5,5 5,5 0 
ANT 90 4,75 4,5 44% 
ANT 99 4,0 3,25 83% 
ANT 103 4,75 4,75 0% 
ANT 104 5,0 4,5 68% 
ANT 122 5,0 4,5 68% 
ANT 130 5,0 4,75 44% 
 
Analisando a Tabela 4, foi possível observar que os 20 extratos microbianos 
produzidos não foram tão eficientes contra o vírus BVDV. A metade dos extratos não 
apresentou atividade antiviral (10 de 20 extratos testados). Cinco extratos apresentaram 
68% e quatro apresentaram 44% de atividade antiviral. Apenas um extrato, ANT 99, 
apresentou atividade um pouco maior do que os outros extratos, com 83% de inibição, 
mas ainda assim foi considerado como um valor baixo e não foi possível considerá-lo 
como extrato ativo. 
Quando se compara os resultados obtidos no ensaio antiviral para o HSV-1, Tabela 
3, com os resultados do ensaio antiviral para o BDVD, Tabela 4, observa-se que os 
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extratos são mais eficientes para o Herpres Vírus Simplex tipo 1 do que para o BVDV. 
É interessante também observar que os resultados para alguns gêneros são diferentes e 
para outros não. Para o gênero Bacillus, representado pelo ANT 22 e ANT 99 na Tabela 
3 os extratos não apresentam atividade antiviral, já na Tabela 4 apresentam os maiores 
valores obtidos, 68% e 83% de inibição, respectivamente. 
Outras observações também podem ser feitas a respeito dos que apresentaram 
maiores valores para o teste BVDV do que para o HSV-1. O ANT 01, ANT 12 e ANT 
26, são do gênero Pseudoaltermonas, Planococcus e Psychrobacter, respectivamente. 
Esses três isolados não apresentaram nenhuma inibição do vírus HSV-1, mas contra o 
vírus BVDV apresentaram, embora ainda não seja o suficiente para ser considerado 
ativo.  
Os extratos microbianos testados contra o vírus BVDV não foram selecionados para 
calcular o índice de seletividade, pois somente os que apresentassem valores iguais ou 
acima de 90% seriam considerados ativos. 
Ao comparar a Tabela 3 com a Tabela 4, conclui-se que os diferentes gêneros 
apresentam resultados diferentes. Isso deve ocorrer porque a especificidade do vírus 
HSV-1é diferente do vírus BVDV, ou seja, as glicoproteínas do vírus HSV-1 e BVDV 
provavelmente são diferentes e apresentam receptores celulares diferentes que 
interagem com os compostos químicos dos extratos microbianos. As bactérias de 
diferentes gêneros, mesmo quando submetidas as mesmas condições ambientes, 
produzem metabólitos com propriedades químicas características que podem interagir 
nas diferentes fases de replicação viral. Essa interação pode ser influenciada por 
diversos fatores, mas no caso de cultura de célula o principal é a substância orgânica dos 
extratos, pois essa determina se a interação acontece na adsorção, penetração, replicação 
ou até mesmo a ausência de qualquer interação de proteção a célula. 
 
5.2.3 Ensaio MTT e determinação do índice de seletividade (IS) 
Os extratos ANT 80 e ANT 140 foram submetidos ao ensaio de MTT para obter a 
concentração de CC50 e IC50. O valor da CC50 dos extratos ANT 80 e ANT 140 foi 
19,05 e 159, respectivamente. O valor da IC50 dos extratos ANT 80 e ANT 140 foi 0,77 
e 18, respectivamente. 
Ao realizar a razão dos valores de CC50 por IC50 obtém-se o valor do índice de 
seletividade (IS). Sendo assim o IS do ANT 80 foi de 25,32 e do ANT 140 foi de 8,88. 
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Valores de IS maiores que 4 são indicativos que o composto apresenta segurança para as 
células, ou seja, atua no combate às infecções virais e não é nocivo para as células 
hospedeiras.  
 
5.2.4 Mecanismo de ação do vírus HSV-1 
Os extratos microbianos aplicados na cultura de células Vero infectadas com o vírus 
HSV-1 podem impedir a replicação do vírus inativando a partícula viral, impedindo que 
ocorra a adsorção viral nas células ou impedindo que o vírus consiga desenvolver os 
mecanismos de replicação do próprio genoma e síntese de enzimas e proteínas viral. 
O extrato microbiano ANT 80 inativa a partícula viral, apenas com os experimentos 
realizados não é possível detalhar como exatamente essa inativação ocorre, mas é 
possível que substâncias químicas do extrato interaja com as glicoproteínas do envelope 
do vírus HSV-1, ou destrua a estrutura do envelope, impedindo a interação entre 
glicoproteínas e receptores celulares. 
O extrato microbiano ANT 140 impede que ocorra a adsorção viral, pelo 
experimento realizado não foi possível definir como ocorre essa interação, mas 
provavelmente os compostos químicos do extrato interagem com os receptores celulares 
da célula Vero impedindo que esses se liguem as glicoproteínas do envelope viral do 
HSV-1. A primeira fase de replicação viral é a adsorção, quando o vírus não consegue 
se aderir a célula não é possível a evolução para as outras etapas e eles não se replica, 
ou seja, a célula está imunizada ao vírus. 
 
6 CONCLUSÕES 
Os 145 isolados de bactérias que foram identificados por sequenciamento 16SrRNA 
nesse estudo pertencem aos Filos Proteobacteria (67%), Firmicutes (21%), 
Actinobacteria (9%) e Bateroidetes (3%), e foram classificados em 28 gêneros distintos. 
O gênero Pyschrobacter foi o mais abundante com 38 isolados obtidos a partir das 
amostras coletadas e analisadas. De acordo com a literatura, esses Filos e gêneros já 
foram anteriormente isolados do ambiente antártico. 
As algas marinhas foram as amostras que apresentaram maior riqueza de espécies de 
bactérias isoladas, ou seja, apresentou a maior diversidade de gêneros identificados. Já a 
amostra coletada de sedimentos marinhos foi a que apresentou maior abundância, ou 
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seja, o maior número de isolados são provenientes dessas amostrar, porém a diversidade 
de gêneros isolados é menor do que os oriundos das algas. 
Os gêneros isolados que foram selecionados para produção dos 22 extratos 
microbianos submetidos aos ensaios antivirais foram Psychrobacter, Arthrobacter, 
Pseudomonas, Pseudoalteromonas, Planococcus, Bacillus, Brevibacterium, Kocuria, 
Rhodococcus, Salinibacterium e Saccharopolyspora. 
 Os isolados que apresentaram melhores resultados de inibição frente ao vírus 
Herpes vírus simplex tipo 1 (HSV-1) foram o ANT 80 e o ANT 140. O ANT 80 foi 
identificado como Arthrobacter sp. e o ANT 140 como Pseudomonas sp.. 
O extrato bruto obtido da linhagem ANT 80 apresentou 90% de inibição do vírus 
HSV-1 e índice de seletividade igual a 25,32. Até o presente momento na literatura não 
há relatos sobre compostos biologicamento ativos com potencial antiviral oriundos de 
bactérias do gênero Arthrobacter. Já o extrato bruto ANT 140 apresentou uma excelente 
atividade antiviral contra o HSV-1 com 99% de inibição do crescimento do vírus e 
índice de seletividade igual a 8,88. O gênero Pseudomonas apresenta espécies 
produtoras de compostos biologicamente ativos como antimicrobianos, anticâncer, 
antitumor, mais poucas são as informações sobre potenciais produtores antivirais, 
especialmente contra o vírus HSV-1. 
O mecanismo de ação que o extrato ANT 80 age na inibição do desenvolvimento 
viral do HSV-1 é inativando o vírus, antes mesmo de conseguir se adsorver nas células 
hospedeiras. Já o extrato ANT 140 bloqueia a adsorção do vírus HSV-1 na célula 
hospedeira, ou seja, ele impede que o vírus HSV-1 se ligue aos receptores celulares 
específicos para penetração e replicação do vírus no interior da célula. 
Os ensaios antivirais dos mesmos extratos não apresentaram resultados positivos 
quando testados contra o vírus Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV). Não houve 
nenhum extrato microbiano que apresentou atividade de inibição maior que 90%, por 
isso todos foram considerados inativos para o vírus BVDV. 
Os resultados apresentados evidenciam que o continente Antártico apresenta uma 
vasta diversidade bacteriana que necessita de mais estudos com a finalidade de buscar 
maior conhecimento sobre suas interações e importâncias ecológicas. Além disso, 
evidencia também que é de fundamental importância investigar o potencial de 
bioprospecção dessas bactérias, especialmente, como potenciais produtores de novos 
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compostos antivirais contra o vírus HSV-1, visto que esse estudo apresentou resultados 
otimistas. 
 
7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
Os resultados desse estudo trouxeram informações sobre a diversidade de bactérias 
oriundas de sedimentos e de macro-organismos da Ilha de Rei George, Baía de 
Almirantado, Antártica que condizem com outras já registradas, para o mesmo 
continente ou regiões com características geomorfológicas e climáticas semelhantes, em 
publicações científicas, mas também acrescentou novas informações e identificou a 
possibilidade de alguns isolados serem espécies novas.  
Além disso, muitos gêneros identificados nesse estudo apresentam compostos 
bioativos com aplicações biotecnológicas diversas, inclusive aplicações farmacológicas. 
O interesse desse estudo foi específico em analisar atividade antiviral de alguns desses 
gêneros, mas outras aplicações podem ser avaliadas em projetos futuros, pois as 
informações obtidas sobre esses gêneros indicam que o potencial das bactérias oriundas 
da Antártica é diverso, merecendo destaque e investimento para pesquisas científicas 
nessa área, podendo gerar resultados inovadores. 
Sobre as extrações dos extratos microbianos ressalta-se que as diversas condições 
extremas que estão submetidos os micro-organimos marinhos refletem na complexidade 
e variedade de metabólitos secundários produzidos, incluindo peptídeos com elevado 
potencial farmacêutico. Isso dificulta a padronização de protocolos de extração para 
obtenção de purificação dos compostos bioativos e exige a busca emergente por 
métodos cada vez mais eficientes.  
Atualmente a prática mais utilizada para extração de compostos bioativos de micro-
organismos é a extração orgânica. Esse método resulta em uma mistura complexa de 
compostos bioativos que posteriormente serão separados por fracionamento, purificados 
e caracterizados, usualmente, por técnicas cromatográficas. As técnicas cromatográficas 
são métodos de separação física dos compostos obtidos e proporcionam identificar o 
perfil químico das substâncias de interesse. Essas técnicas não foram aplicadas e 
testadas no extrato ANT 140 por motivo de indisponibilidade dos equipamentos 
necessários e de tempo para a execução. Porém isso não finaliza as investigações 
científicas desse extrato, visto que o grupo de pesquisa da Dra. Fabiana Fantinatti-
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Garboggini dará continuidade aos estudos desse extrato com expressivo potencial de 
caracterizar um composto antiviral novo. 
A avaliação do potencial anti-herpético contra o vírus HSV-1 apresentou o extrato 
ANT 140 como um excelente potencial inibidor do vírus, 99% de inibição e índice de 
seletividade (IS) de 8,88. O mecanismo de ação desse extrato é na adsorção do vírus, ou 
seja, ele impede que os vírus se acoplem na parede celular das células saudáveis, 
imunizando as células desse tipo de infecção viral.  
Visto isso, fica evidente que a diversidade da comunidade microbiana das bactérias 
oriundas da Baía do Almirantado, Ilha de Rei George, Antártica é um recurso de 
relevante interesse para inovar a produção de novos compostos farmacológicos, 
inclusive na produção de compostos anti-herpéticos. 
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9 ANEXO 
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